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在 这 些 年 来 的 准备 和 酝 龄 之 后 ， 在 这 中 秋 佳 节 之 夜 ， 我 决心 
开始 再 度 贺 我 的 梦 一 -- 继 《荧光 实验 技术 》、《 分 光 光 度 实验 技 
R) 等 十 本 著作 后 ， 奉 献 我 这 十 五 年 来 在 电泳 技术 中 的 各 种 成功 
与 失败 的 小 结 . 在 将 近 200 次 的 电泳 讲座 中 ， 同 行 们 给 予 了 我 那 
么 多 的 支持 、 鼓 励 甚至 是 赖 以 生存 的 力量 。 希 望 这 本 小 山子 能 作 
为 对 大 家 的 管 谢 ， 也 作为 对 这 世界 上 最 爱 我 的 妈妈 的 回报 ， 还 作 
为 给 女儿 的 礼物 ， 希 望 这 些 实践 对 她 有 用 。 

在 我 开始 阅 入 电泳 领域 后 ,我 崇拜 的 居 里 夫人 的 名 言 一 直 伴 
随 着 我 ， 那 就 是 “科学 的 探讨 研究 其 本 身 就 含有 至 美 ， 其 本 身 给 
人 人 的 愉快 就 是 酬 报 ， 所 以 我 在 我 的 工作 里 导 得 了 快乐 ”是 的 ， 
三 十 年 来 ， 我 在 这 五 彩 缤 纷 的 光谱 世界 和 你 塌 我 赶 的 电泳 世界 里 
寻 得 了 人 快乐 和 生活 的 力量 ， 我 找到 了 我 的 “等 电 点 ”位 置 ， 吸 收 
着 和 发 射 着 我 自己 的 光彩 。 

RAR 
1994. 9, 28 


编写 本 书 的 消息 传 出 后 ， 同 行 们 以 航天 的 热情 来 电 来 是 关注 
着 编写 的 进展 。 由 于 1995 年 筹备 大 型 研讨 会 和 筹建 “Pharmacia 
Biotech Centre of Excellcnee” 不 得 不 中 断 了 将 近 二 年 。 在 大 家 的 
鼓励 和 支持 下， 现在 终于 脱 稿 ， 在 此 表示 深 深 的 感谢 。 由 于 水 平 
有 限 , 缺点 和 错误 在 所 难免 ， 诚 忧 欢 迎 您 批评 指正 。 


中 国 科学 院 生物 物理 所 
FAE 
1998. 4. 16 
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Preface 


I have been associated with Prof. Guo Yaojun tor so many years that | have 
difficulties in remembering when I first met her. It was probably in Bromma (a 
suburb of Stockholm), Sweden, perfectioning her skills in isoelectric focusing. 
We met then again in occasion of our first Grand Tour of China, in 1983, 
spreading the Gospel of electrophoresis. She was my gracious host in Beijing and 
introduced me to the wonders of the great Chinese civilization. It was with her 
that I toured for the first time the Great Wall, the Temple of Heaven, the For- 
bidden City and this was truly an adventure, considering that very few foreigners 
were admitted into China in those days. We met zgain in other occasions, orga- 
nizing lectures and workshops around China and she was always present and ready 
to help and translate our obscure words into more comfortable Chinese language. 
She must have toured China so extensively, organizing lectures and workshops in 
electrophoresis, as to be probably the most popular figure in today's Chinese Sep- 
aration Science. I suspect that, out of so much capillary knowledge, must have 
born this idea of writing such a comprehensive book in all aspects of electrophore- 
sis. Originally, 1 remember she approached me with the idea of translating in 
Chinese my two books in conventional isoelectric focusing and immobilized pH 
gradients, but I think she was wise in preparing instead a full meal on all aspects 
of electrophoresis. I now realize my fundamental mistake in writing my two 
books in English: as my friend Werner Von Braun (the one who brought the 
man to the moon with his pestiferous rockets) once warned me, I should have 
learned Chinese! 


Prof. PIER GIORGIO RIGHETTI 


University of Verona (Italy) 
oy jw At, 


October-29-1998 
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第 一 章 ”电泳 概论 


什么 是 电泳 ? 我 想 借 用 著名 瑞典 物理 化 学 家 ， 诺 贝尔 奖金 获 
得 者 Arne Tiselius 1959 E» (Electrophoresis Theory, Methods, 
and Applications》t1 一 书 所 写 的 序 中 的 定义 一 一 电泳 是 指 荷 电 的 
胶体 颗粒 在 电场 中 的 移动 。 

在 离子 移动 的 物理 化 学 理论 中 ， 按 照 Debye-Hückel 的 理论 ， 
电泳 决定 于 环绕 每 个 离子 的 离子 支 中 的 扩散 双 电 层 。 当 离子 的 矿 
才 越 大 、 浴 液 的 离子 强度 越 高 时 ， 这 种 电泳 现象 就 变 得 越 明 显 。 
所 以 电泳 现象 中 的 表面 电势 和 双 电 层 的 因素 起 着 决定 性 的 作用 。 
Picton 和 Linder^:3, Hardy 55-9... Ellis" fg Powis KRMA 
UEBETGX— A. Hardy P9 E ER, FEER, MEHE, Bé 
FAREREI E (electrophoretic mobilities)。 此 迁移 率 在 
很 大 程度 上 取决 于 溶液 的 pH。 因 此 利用 这 种 电泳 特征 作为 对 物 
质 的 鉴定 引起 人 们 广泛 的 兴趣 。 特 别 在 那个 时 候 ， 关 于 和 蛋白质 和 
酶 的 化 学 本 质 和 物理 性质 还 知道 得 不 多 。 以 后 ， 电 泳 不 仅 作 为 一 
种 现象 ， 独 是 作为 一 种 技术 方法 得 到 不 断 发 展 。 从 界面 分 离 到 各 
种 区 带电 访 ， 开 和 辟 了 混合 物 的 电泳 分 析 的 可 能 人 性。 由 于 电泳 性 策 
的 高 度 特 异性 ， 甚 至 用 结 肯 纯化 的 样品 也 可 在 电泳 分 析 中 分 出 两 
个 或 更 多 的 电泳 带 。 又 由 于 电泳 方法 的 温和 性 ， 对 不 稳定 的 生物 
大 分 子 的 分 离 纯化 有 时 比 其 他 分 离 技术 如 沉淀 、 离 心 、 层 析 等 更 
为 方便 、 可 和 革 ， 甚 至 可 作为 具有 一 定 规 模 的 制备 方法 。 

Tiselius 教授 0 在 他 的 序 中 最 后 提 到 : 电泳 方法 的 发 展 及 其 
应 用 是 物理 方法 在 生物 化 学 和 生物 学 问题 的 应 用 中 的 一 个 具有 成 
果 的 不 平常 的 范例 。 希 望 将 来 的 发 展 是 由 不 同 科 学 领域 间 密 切合 
作 而 获得 益处 。 尽 管 很 多 工作 仍 待 进行 ， 但 电泳 鼻祖 的 这 段 结论 
与 希望 正在 得 到 证 实 和 实现 。 
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1.1 电泳 的 早期 历史 


1809 年 ， 俄 国 物理 学 家 RetissL91 进 行 了 世界 上 第 一 次 电泳 实 
验 。 他 用 两 根 或 璃 符 搬 人 一 块 湿 粘 土 中 ， 容 器 治 满 水 ， 管 底 放 一 
层 沙 、 然 后 封闭 起 来 并 通电 。 其 结果 是 连接 阳极 的 管 中 的 水 由 于 
胶体 粘土 颗粒 通过 沙 层 的 电泳 迁移 而 变 得 混 痢 ， 而 连接 阴极 的 管 
中 的 水 变 得 清澈 ,并且 增 加 了 体积 ， 显 示 了 电 诊 透 现象 。 这 个 早 
期 实验 为 电 汪 理论 和 技术 的 发 展 及 其 应 用 芮 定 了 基础 。 

1816 年 Perrettlio1 在 电泳 实验 中 首次 使 用 荷 电 的 动物 膜 蛋 
卢 ， 为 电泳 在 生物 学 中 的 应 用 打开 了 大 门 。 在 同一 世纪 ， 
Hardy[41 报 道 了 带 有 负电 的 变性 孵 白 蛋白 可 以 通过 加 酸 而 变 成 正 
电 ， 并 且 酸 的 浓度 在 迁移 率 变 成 零 时 的 pH BO SEHR UR, FUR T 
这 些 颗 粒 上 其 有 两 性 表面 。Quinckel1- 证实 了 带电 颗粒 在 电场 中 的 
迁移 与 电位 梯度 成 线性 关系 。Helmholtz12 和 Smoluchowski03] iil 
用 复杂 的 公式 计算 认为 这 些 颗粒 具有 光滑 的 表面 和 不 均匀 的 电荷 
分 布 。 

首先 使 用 V 型 槽 和 U 型 管 权 的 是 Picton 和 Lindert*' 引 。 他 
们 研究 了 AswS 、 虫 胶片 (shellac)、 高 铁水 合 物 、 血 红 蛋 白 和 一 - 
些 胶体 颗粒 的 电流 方向 和 版 碱 特性 的 相互 关系 。 通 过 电流 方向 的 
变化 证 实 了 它们 的 两 性 现象 的 可 道 性 。1909 年 Michaelistl4. 把 胶 
体 离子 在 电场 中 的 迁移 定名 为 “电泳 ”。 他 在 UREA AE 
不 同 pH 的 迁移 情况 测定 了 转移 酶 和 催化 酶 的 等 电 点 ， 甚 至 想 纯 
化 这 些 物 质 ， 相 在 那 时 还 不 可 能 。Abramsoals 和 Michaelis — 
Ei 用 多 个 实验 观察 了 由 蛋白 膜 包 囊 的 显 油 颗粒 的 尺寸 、 形 状 
和 方向 对 电 读 迁移 率 的 影响 ， 他 们 发 现 ， 即 使 它们 在 形状 、 尽 二 
上 有 很 大 的 变化 ， 世 不 能 戏 察 证 电泳 迁移 率 的 差别 ， 俱 电泳 对 检 
测 病 毒 、 细 茸 、 精 子 、 细 胞 表 凸 的 生物 处 理 或 化 学 处 理 所 引 起 的 
变化 是 -- 个 很 只 敏 的 技术 。 经 突变 或 化 学 处 理 颗 粽 的 表 两 ， 其 电 
荷 密度 的 不 同 用 显微镜 或 移动 界面 电泳 法 都 能 被 分 辩 ， 


"这 
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20 世纪 的 20 年代 和 30 年 伐 ， 电 泳 理论 和 实践 有 了 很 大 的 
发 展 。 瑞 典 乌 注 萨 拉 (Uppsala〉 大 学 的 物理 化 学 教授 Svedberg 
和 他 的 同事 Jette! 、SeottLl] 利 用 在 长 波 紫 外 光 激 发 时 蛋白 质 发 
绿色 荧光 的 现象 ， 在 电泳 过 程 中 ， 对 孵 饭 蛋 折 进行 申 相 。 考 卡 到 
荧光 污染 和 需要 长 时 间 曝 光 的 困难 ，Svedberg 教授 和 他 的 学 生 
TiseliusLt] 使 用 了 光学 方法 观察 卵 白 蛋白 的 电泳 迁移 过 程 ， 以 便 
直接 测量 感光 板 上 电泳 带 的 迁移 虐 离 。 以 后 这 个 装置 又 由 


图 1.1 Tiselius 电泳 槽 (C) 和 电极 (V1 和 V2)! 


Tiselius 教授 修改 ( 见 图 1.1 )520]。 也 用 这 个 装置 首先 证 明了 血清 
是 由 白 蛋白 ，a、B 和 Y 球 蛋 名 组 成 的 [20]， 为 此 他 在 1948 年 荣获 
了 诺 贝 尔 奖 。 移 动 界面 电泳 方法 是 用 一 个 D 形 玻 璃 管 , 在 UÉ 
管 的 下 面部 分 放 胶 体 溶液 ， 如 蛋白 溶液 。U 形 管 的 管 臂 连接 到 
电极 上 ， 这 样 在 已 知 电 位 梯度 的 影响 下 ,缓冲 系统 中 看 白质 界面 
的 移动 就 能 被 观察 到 。Tiselius 把 U 形 管 分 成 几 个 部 分 .每 个 部 


03- 
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分 填 以 研 碎 的 玻璃 珠 (ground glass joints)。 当 一 定 组 分 的 重 日 
质 移 到 U 形 管 的 特定 位 置 时 ， 此 组 分 就 被 分 离 。Tiselius 装置 中 
最 重要 的 改进 是 利用 叫做 “级 影 法 〈schlieren)” 或 “阴影 照相 
法 〈shadow)” 来 观察 蛋白 质 界 面 的 移动 。 当 光束 通过 一 个 具有 
不 同 折 射 指 数 的 两 种 液体 的 界面 时 ， 光 就 被 折射 到 具有 比较 大 折 
射 指数 的 液体 侧 。 和 蛋白 质 和 缓冲 液 具有 不 同 的 折射 指数 ， 并 且 这 
种 差异 与 蛋白 质 浓度 成 比例 ， 因 此 蛋白 质 和 缓冲 液 的 界面 将 是 不 
透明 的 ， 界 面 的 位 置 就 能 呈现 一 条 黑 带 面 准 确 地 定位 在 玻璃 底板 
上 。 虽 然 纹 影 黑 带 的 垂直 宽度 是 与 蛋白 质 浓度 成 正比 ， 但 在 那 时 
还 不 能 准确 计算 蛋白 质 的 浓 弃 。 为 了 准确 定量 ， 以 后 又 由 
PhilpotU!! # Svensson[2] 改进 为 圆柱 形 透 镜 系 统 和 Long 
sworth'? 72* $914 fii Jr 1& o 

MIL TES S A FB SE E E 5 7r 1 2p BS 89 dg [E 2 [P REO. 1 mol/L 
(pH 8.6) 的 巴 比 妥 缓冲 液 。 此 时 白 蛋 白 具 有 最 快 的 迁移 速度 ， 
接着 是 、as、B 和 yy 球 蛋白 (~?1。 健 康 人 群 的 血清 蛋白 的 组 
RRE BRERA 56% — 6296; a, - 球 蛋白 4% ~7% ; o; RAE EI 
996 — 1196; B ~ 球 蛋 白 11% — 1596; y - 球 蛋 白 12% — 
16%I”?3~23]。 这 些 组 分 有 时 可 能 与 别 的 分 子 结合 ， 如 白 蛋 白 可 能 
与 租 红 素 、 胆 汗 盐 等 结合 。a| - 球 蛋 白 中 可 能 含有 酸性 糖 蛋白 、 
胆 红 素 球 蛋 白 和 脂 蛋 白 等 。a, - 球 蛋 白 中 含有 糖 蛋白 以 及 和 碳水 
化 合 物 结合 的 粘 蛋白 。8 - 球 蛋 白 占 血浆 中 所 有 脂 的 7596. TE B 
- 球 和 蛋白 中 有 结合 金属 的 铁 和 钢 蛋 白 。 一 些 抗原 和 包 - 球 蛋 白 结 
合 。Y- 球 蛋白 的 组 分 中 可 能 含有 抗原 、 抗 毒 血 清 、 抗 体 和 过 敏 
反应 素 等 。 

移动 界面 电泳 技术 的 应 用 使 解决 生理 学 和 医学 问题 达到 了 一 
个 新 的 水 平 ， 并 且 改 变 了 许多 陈旧 的 彼 含 ,使 与 蛋白 有 关 的 研究 
得 到 了 被 好 的 结果 。 尽管 在 50 年 代 以 后 电泳 方法 开始 使 用 因 体 
介质 ， 但 这 尤 碍 车 我 们 回顾 在 将 近 200 年 来 为 此 技术 微 出 贡献 的 
杰出 的 物理 学 家 、 化 学 家 、 物 理化 学 学 家 和 生理 学 宗 们 。 
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%11 早期 电泳 技术 和 装置 的 发 展 历史 


E 者 年 R 贡 e 
Renss:9] 1809 第 一 次 电泳 实验 
Porrert 9] 1816 首次 使 用 荷 电 的 包 有 膜 的 动物 蛋白 
Quincke t 1861 rii dE 
Helmholtz!!! 1879 用 公式 计算 颗粒 表面 的 电荷 分 布 
Picton 和 Lindei?-5! 1892—1897 首先 使 用 V 型 池 积 U 型 管 池 
TN jd ROINSBMESERNHSDN 
Stmoluchowski 1] 1903 镍 公 式 计算 早 粒 表面 的 电荷 分 布 
ME Da NE TRIS ABEIER TERM 
Ellis?” 1912 观察 电泳 迁移 
Powisl?! 1915 观察 电泳 迁移 
Svedberg! 7:8] 1923—1924  ftiBik iH XE UE DE XC RU 
Abramsonl5-16) 1934 电泳 迁 移 和 颗粒 的 形状 和 尺 十 无关 
Tiselius! 20] T" BH ATERR ANZ ARA E 
Philpor?? 1938 TUB BLIEE BE HR 
Svensson[22] 1939 使 用 图 柱 形 透 镜 系统 
Longsworthi2*-24 1939—1942 ”扫描 方法 
Longsworth 1 1946 利用 红外 光 
Kegeles 和 Goeting?!! 1947 使 用 Gouy 光学 系统 
Labhart 和 Staub! 1 1947 微 电 泳 
Coulson 等 (331 1948 F8 AE ec HE ER 
Moore 和 Whitel*] 1948 LJUEUE Ae E 322 
Lotmarl™*] 1949 Byk 
Reiner 等 [361 1950 使 用 扩 香 光学 系统 
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1.2 电泳 的 简单 原理 


生物 大 分 子 如 绩 白 质 、 核 酸 、 多 糖 等 常 以 颗粒 分 散在 溶液 
中 ， 它 们 的 净 电 荷 取 决 于 介质 的 H 浓度 或 与 其 他 大 分 子 的 相互 
EHA. EEF, AA ARRAREN Bk 
于 它们 带电 的 符号 ， 这 种 迁移 现象 即 谓 电泳 。 迁移 的 方式 目前 可 
以 分 为 三 类 ， 根据 分 子 尺 寸 大 小 、 分 子 所 带 的 电荷 或 分 子 的 生物 
学 与 化 学 特性 。 

如 果 把 生物 大 分 子 的 胶体 溶液 放 在 -个 没有 干扰 的 电场 中 ， 
使 果 粒 具有 恒定 迁移 速率 的 驱动 力 来 日 于 颗 料 上 的 有 效 电 荷 Q 
种 电位 梯度 EE。 它 们 与 介质 的 摩擦 阻力 f 抗衡 。 在 自由 溶液 中 . 
这 种 抗衡 服从 斯 托 克 斯 《Stokes) 定律 。 

f = nrvn 

这 里 v 是 在 介质 粘度 为 y 中 半径 为 r~ 的 颗粒 的 移动 速度 。 但 在 凝 
胶 中 ， 这 种 抗衡 并 不 完全 符合 斯 托 克 斯 定律 。f 还 取决 于 介质 中 
的 其 他 因子 ， 如 凝 胶 厚度 、 颗 粒 尺寸 、 甚 至 介质 的 内 渗 等 B37-。 

EEE (mobility) m 规定 为 在 电位 梯度 五 的 影响 下 ， 
颗粒 在 时 间 上 中 的 迁移 距离 4。 


 .t*E 


ay, 
m = V/FK 
这 个 参数 的 单位 是 cm scc V l, 它 的 符号 决定 于 颗粒 的 净 电 
荷 。 迁 移 率 的 不 同 提 供 了 从 混合 物 中 分 离 物 质 的 基础 ， 迁 移 距 离 
正比 于 迁移 率 。 但 在 不 同 实验 中 ， 寺 移 距 离 或 迁移 率 的 比较 只 能 
在 上 和 E 都 相同 的 条 件 下 才能 进行 。 理 想 的 情况 是 如 果 其 他 条 
件 都 相同 ， 则 第 二 个 实验 用 第 一 个 实验 的 双人 悦 电 压 和 -- 半 时 间 
时 ,迁移 距离 d 应 该 相等 ， 但 实际 上 只 可 能 是 大 致 相等 ， 因 为 
还 有 其 他 因素 的 十 扰 ， 如 由 于 增加 电压 而 产生 的 热 等 影响 。 但 是 
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用 这 两 个 因子 的 乘积 可 用 于 很 快 地 寻找 电泳 分 离 的 最 佳 条 件 。 所 
以 电泳 的 电源 采用 “ 伏 * 小 时 ”而 不 单纯 采用 “小 时 ”作为 电泳 
参数 是 可 取 的 。 

电位 梯度 下、 电流 密度 和 导电 福 K 有 关 ， 所 以 带电 颗粒 
的 移动 速度 也 能 表示 为 : 

V—-E*:m-^m^"J/K 

大 部 分 的 生物 大 分 子 都 有 阳离子 和 阴离子 基 团 ， 称 为 两 性 离 
子 。 这 些 基 团 的 解 离 常 数 不 同 ， 所 以 大 分 子 的 净 电 荷 取决 于 环境 
的 pH. EX pH 将 影响 分 子 的 迁移 率 。 离 子 强 度 则 决定 大 分 子 
颗粒 的 电动 电位 ， 带 电 颗 粒 的 迁移 率 与 离子 强度 的 平方 根 成 反 
比 。 低 离子 强度 时 ， 迁 移 速 率 快 。 高 离子 强度 时 ,迁移 速率 慢 ， 
[Ha ZEE SE EL DEBET TR HE pA RU, Eri pH 和 离子 强 
度 的 选择 是 很 重要 的 ， 它 们 对 电泳 参数 的 设置 考虑 将 起 关键 的 作 
用 。 

电泳 是 离子 在 电场 中 通过 介质 的 移动 ， 但 以 上 讨论 的 一 些 因 
子 都 将 影响 各 种 形式 的 电泳 。 不 管 是 在 自由 溶液 中 的 移动 界面 电 
KRAKE GEB, RARR, ARFER, A) 的 电 
泳 ， 特 别 在 用 支持 介质 时 ， 有 更 多 的 因素 影响 迁移 率 和 分 离 带 的 
细 罕 程度 ， 包 括 支 持 介 质 的 吸附 效应 、 材 料 的 不 均一 性 以 及 支持 
介质 分 子 本 身 带电 基 团 的 离子 交换 和 电 内 小 等 。 

从 以 上 可 以 看 到 电泳 的 基本 原理 是 很 简单 的 ， 但 是 由 于 带电 
颗粒 在 电场 中 通过 介质 的 迁移 要 受 很 多 因素 的 制约 而 变 得 复杂 。 
但 也 正 因为 这 些 不 同 因 素 的 制约 ， 能 使 电泳 技术 应 用 于 不 同 的 研 
究 中 。 如 分 子 的 大 小 是 一 个 重要 影响 因素 ， 所 以 SDS 电泳 能 用 
于 测定 生物 大 分 子 的 分 子 量 。 再 如 阴离子 基 团 和 阳离子 基 团 的 平 
衡 使 分 子 的 净 电 荷 等 于 零 ， 据 此 用 等 电 内 焦 技术 可 以 分 离 不 同等 
电 点 的 蛋 卢 质 。 所 以 根据 电泳 的 原理 和 影响 因素 可 以 设计 不 同 的 
电文 方法 以 达到 预期 的 目的 ， 
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1.3 电泳 的 大致 分 类 


原则 上 按 电泳 的 原理 来 分 ， 现 在 有 三 种 形式 的 电泳 分 离 系 
统 : 即 移动 鼻 面 电泳 (moving boundary ejectrophoresis)、 区 带电 
ik (zone electrophoresis) 和 稳 态 电泳 (steady state electro-phore- 
sis) 或 称 置换 (HER) Ek (displacement electrophoresis) o 

在 自由 移动 界面 电泳 中 ， 电 场 是 加 在 大 分 子 溶 液 和 缓冲 溶液 
之 间 的 一 个 非常 窗 的 界面 上 。 带 电 分 子 的 移动 速率 通过 观察 界面 
的 移动 来 测定 。 如 果 大 分 子 的 离子 溶液 是 不 均一 的 ， 就 能 观察 到 
多 个 移动 的 界面 。 缓 冲 液 的 选择 是 很 重要 的 ， 它 必须 与 大 分 子 的 
离子 溶液 形成 鲜明 的 界面 。 要 准确 测量 界面 的 移动 ， 还 必须 使 界 
面 两 边 的 电场 和 pH 大 体 伍 定 ， 电 泳 过 程 中 在 电极 上 不 产生 气 
泡 ， 而 电泳 过 程 中 产生 的 焦耳 热 和 借 对 流 循环 可 以 不 扰动 界面 。 对 
界面 的 移动 备 有 观察 和 照相 设备 。 图 1.1 所 示 的 Tiselius H kA 
正 是 进行 自由 移动 界面 电泳 的 最 理想 的 设备 。 

区 带电 瀛 是 在 半 固 相 或 胶 状 介质 上 如 一 个 点 或 一 薄 层 样品 沙 
液 ， 然 后 加 电场 ， 分 在 支持 介质 上 或 支持 介质 中 迁移 。 支 持 介 
质 的 作用 主要 是 为 了 防止 机 械 于 扰 和 由 于 温度 变化 以 及 大 分 子 梁 
液 的 高 密度 而 产生 的 对 流 。 但 是 支持 介质 有 时 会 吸附 不 同 分 子 或 
起 分 子 饰 和 作用 ( 层 析 效应 ) 而 对 分 离 起 破坏 或 帮助 的 作用 。 区 带 
电泳 使 用 不 同 的 支持 介质 ， 早 期 有 滤纸 、 正 璃 珠 、 淀 粉 粒 、 纤 维 
XU. E. EA, RALA, 以 后 有 淀粉 凝 胶 、 了 琼脂 涂 
Hr. 、 栈 酸 纤维 素 膜 ， 现 在 则 多 用 聚 丙烯 酰 胶 和 琼脂 糖 凝 胶 。 

80 年 代 末 发 展 起 来 的 毛细 管 电泳 (capillary electrophoresis) 
是 一 种 新 型 的 区 带电 泳 方法 。 义 称 毛 细 管 区 带电 泳 (capillary 
zone electrophorcsis)。 它 是 在 毛细 管 中 装 入 缓冲 液 ， 在 其 Oi 
入 样 引 ， 在 毛细 管 两 端 加 直流 高 电压 实现 对 样品 的 分 离 ， 分 离 后 
的 样品 依次 通过 设 在 毛细管 一 端的 检测 器 检 出 。 

急 仿 电泳 或 称 置换 电泳 的 特点 是 分 子 颗粒 的 电泳 迁移 在 一 定 
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时 间 后 达到 一 个 稳 态 。 在 稳 态 达到 后 ， 带 的 宽度 不 随时 间 而 变 
化 ， 等 电 毒 焦 和 等 速 电 泳 应 该 是 属于 这 一 类 (38]。 


1.4 凝 胶 电泳 技术 的 历史 
M. 19 世纪 初 到 20 世纪 中 的 150 年 中 ， 早 期 电泳 技术 虽然 得 
到 了 发 展 , 但 从 20 地 纪 50 年 代 后 ， 使 用 凝 胶 作 为 支持 介质 的 电 
泳 技术 得 到 了 更 快 地 发 展 和 应 用 ， 见 表 1.2 。 


7.2 小 胶 电 泳 技术 的 发 展 历史 


作 者 年 d 内 容 
Sveseon H. D°! 1948 提出 pH 梯度 理论 
Grabar P. 和 Williams C. A. (9) — 1953 免疫 电泳 
Kolin AU! -44] 1954—1958 人工 pH 梯度 
Raymond S. 和 Weintraub L.^?) 1959 人 
Svesmn H. P6! 1961 载体 两 性 电解 质 的 理论 基础 
Hjertén S. ^"! 1962 THH C% 的 计算 公式 
Hjertén S. 1 1963 不 连续 电泳 
Fazekas de st 等 99] 1963 E ESPERE 
Orenstein Ł. 9 1964 不 连续 电泳 
Davis B. J. P1 1964 不 连续 电 访 
Vesterberg O. (32) 1964 合成 载体 两 性 电解 质 
Meyer T. S, 等 (0 T SURE CRT RR 
3f LKB 公司 (55] 1966 Ampboline 专利 
Shapiro A. L. 等 [%] 1967 SDS 电泳 
Hedrick J. L. 等 [3] 1968 ap Ae TETA 
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续 表 


作 者 年 R 5 F 
Clarke M.H. G#1 1968 交叉 免疫 电 访 
Weber K ffi Osbom M. 5- 1969 SDS 电泳 技术 的 改进 
Laemmli U. K, [9 1970 不 连续 SDS iik 
Laurell C. B. 等 加 1972 KW dk 
瑞典 LKB 公司 | 1973 AGE BK Muluphor T 
Rilbe H. !**- 1973 等 电 聚 集 分 辩 率 公式 
O' Farrcli P. -**] 1975 ISO-DALT 双向 电泳 
Southem F. 15 1975 Soutaern 印迹 法 CDNA) 
Gaspanc V. $165] 1975— 1981  Immobilinc 合成 专利 
Rosengren A 5:57] 1976 —1977 Wig 
Towbin H. 441681 1979 Western MAKAA) 
Switzer R. C. 1&9 1979 EI) 
Mern C. R. £09. 1979 银 染 色 
Oakley B. R. 等 0"; 1980 银 染 色 
Bjellgvist B. 等 [72] 1982 M pH 梯度 技术 
Görg A. 等 "| 1985 IPG-DALT 双向 电泳 
Mocremans M. 等 [741 1985 id e 
瑞典 Pharmacia 公司 [5: 1986 半 干 技术 

参考 文献 


[1. Bier M. Electrophoresis Theory: Methods And Application. New York. Academic 
Press, 1959 XV - XX 

[23 Pieton H Linder S E. J. Chen. Soc., 1892 (61); 148 

[3] Picton H, Linder S E. J Chem. Sæ., 1897 (71): 568 

[4- Hardy W B. Physiol]. (London), 1899 (24): 288 

[5] Hardy W B. Proc. Roy. Soc., 1900 (66): 110 

[6] Hardy W B. Physiol J (London), 1905 (33): 251 

[7] Ellis R, Physik Z. Chem (Leipzig), 1912 (80); 597 


+ 10 - 


PDF 文件 使 用 "pdfFactory" 试用 版 本 创建 www.fineprint.com cn 


[8] Powis F. Physik Z Chem. (Leipzig). 1915 (89): 186 
[9] Renss F F. Mem. Soc. Imperiale Naturalisies Moskau, 1809 (2): 327 


[10] 
L111 
[12] 
[13] 
[14] 
[15] 
[16] 
[17] 
[18] 
[19] 
[20] 
[21] 
[22] 
[23] 
(24] 
[25] 


[26] 
[27] 
[28} 


(29] 
[30] 
[31] 
[32] 
[33] 


[34] 
[35] 
[36] 
[37) 
[38] 


Porrett R. Ann. Phils., 1861 (74); 25 

Quircke G. Pogg Ann., 1861 (113); 513 

Helmholtz H. Wied. Ann.. 1879 (7); 337 

Smoluchowski M. Bull. Acad. Sei. Cracovie, 1903 (182): 66 

Michaelis L. Biochem. Z., 1909 (16): 81 

Abramson H A. Electrokinetic Phenomena. Reinhold. New York. 1934. 267 
Abramson H A, Michaelis L. J. Gen. Physiol., 1929 (12): 587 

Svedberg T, Jette ER. J. Am. Chem. Soc., 1923 (45): 954 

Scout! N D, Svedberg T. J. Am. Chem. Soc., 1924 (46): 2700 

Svedberg T, Tiselius A. J. Am. Chem. Soc., 1926 (48): 2272 

Tiselius A. Trans. Faraday Soc. , 1937 (33): 524 

Philpot J S L. Nature, 1938 (141); 283 

Svensson H. Kolloid Z. , 1939 (87). 181 

Longsworth L G. J. Am. Chem. Soe., 1939 (61). 529 

Longsworth L G Chem. Rev., 1942 (30): 323 

Armstrong S H, Jr Budka M j E, Morrison K C. J]. Am. Chem. Soc., 1947 
(69); 416 

Ricketts W E, Sterling K. J. Clin. Invest., 1949 (28): 1477 

Marrack J R, Hoch H. J. Clin. Pathol., 1949 (2): 161 

Cooper G R, Craig H W, Beard ] W. Am. J. Syph. Gonorrhea Vencr. Dis., 
1946 (30): 555 

Reiner M. Int. Rec. Med., 1957 (170): 374 

Longsworth L G. Ind. Eng. Chem. Anal. Ed., 1946 (18); 219 

Kegeles G, Gosting L J. J. Am. Chem. Soc., 1947 (69); 2516 

Labhart H, Staub H. Helv. Chim. Acta, 1947 (30); 1954 

Coulson C A, Cox J T, Ogston A G, Philpot J SL. Proc. R. Soc. London. A 
1949 (192): 382 

Moore D H, White j U. Rev. Sci. Instrum., 1948 (19): 700 

Lotmar W. Helv. Chim. Acta., 1949 (32): 1847 

Reiner M, Fenichel R L, Stern K G. Acta Haematol., 1950 (3): 202 
MAURER H. R. Hoppe-Syler's Z. physiol. Chem. 1968. 349, 115 

Gaál o, Medgyesi G A, Vereczkey L. Electrophoresis in the Separation of Biologi- 
cal Macro molecules. New York: John Wiley & Sons. Chichester. 1980. 18 


* 11 > 


PDF 文件 使 用 "pdfFactory" 试用 版 本 创建 www.fineprint.com cn 


[39] 


[40] 
[41] 
[42] 
[43] 
[44] 


[45] 
[46] 
[47] 
[48] 
L49] 


[50] 
[51] 
[52] 


[53] 
[54] 


[55] 


[56] 


[57] 
[58] 
[59] 
[6n] 
[61] 
[62] 
[63] 
[64] 
[65] 
[66] 


Svensson H. 1n: Advances in Protein Chemistry: Anson, M. L. and Edsall, J. 
T. eds. (Acedemie Press, New York) Vol. If, 1948; 251 

Grabar P, Williams C A Jr. Biochim. Biophys. Acta., 1953 (10): 193 

Kolin A. J. Chem. Phys., 1954 (22): 1628 

Kolm A. J- Chem. Phys., 1955 (23): 407 

Kolin á. Proc. Nat. Acad. Sci., USA., 1955 (41): 101 

Kolin A. In: Methods of Biochemical Analysis; Ghck, P., ed (Wiley, Inter- 
science, New York) Vol. 1958 (6): 259—288 

Raymond S, Weintraub L. Science, 1959 (130): 711 

Svensson. [|]. Acta Chem. Scand, 1961 (15): 325- 341 

Hjerten S. ; Arch. Biochem. Biophys. Suppl., 1962 (1): 147 

Hjerten S. : J. Chromatog. 1963, (11): 66 

Fazekas de St. Groth, S Webster, R G, Datyner. A. Biochim. Biophys. Acta 
{Amst. ), 1963 (71): 377 

Ornstein L. Ann. N. Y Acad. Sei , 1964 (121): 321 

Davis BJ. Ann. N. Y. Acad. Sci., 1964 (121): 404 

Righetti P (z. Isoelectric Focusing: Theory, Methodology and Applications. Els- 
vier, Amsterdam. 1983. preface 

Ferguson K A. Metabolism, 1964 (13): 985 

Meyer T S, Lamberts B L. P»ochiem. Biophys. Acta ( Amst.) 1965 (107): 
144 

Righetti P G. Isoelectric Focusing: Theory, Methodology and Applications.. Else- 
vier, Amsterdam. 1983. 33 

Shapiro A L, Vinuela E, Mazel J V, Jr Biochem. Biophys. Res. Commun, 
1957 (28); 815 

Hednck J L and Smith A J. Arch. Biochem Biophys., 1968 (126); 155 
Clarke M H G & Freeman T. Clin. Sci., 1968 (35); 403 

Weber K, Osbom M J. Biol. Chem. , 1969 (244); 4406 

Laemmli U K. Nature, 1970 1227): 680 

Laurell C B, Scand J Clin. Lab. Invest. 29. Suppi., 1972 (124): 21—37 
LKE Catalogue. LKB Producter AB Sweden Stockholm, 1973 

Rilbe H, Ann N Y, Acad. Sci., 1973 (209); 11-22 

O'Farrell P. J. Biol. Chem. , 1975 (2505; 4007 —4021 

Southern E: J. Mol. Biol., 1975 (98); 503—517 

Gasparic V, Hijellqvist B, Rosengren A. Swedish patent 140 49 - 1 (1975), US 
patent 4, 130, 470 (1978), French patent 7637402 (1980), British patent 
1570698 (granted) and German patent 2656162 (1981) 


r 12-* 


PDF 文件 使 用 "pdfFactory" 试用 版 本 创建 www.fineprint.com cn 


[67] Rosengren A, Bjellqvist B, Gasparic V. In: Electrofocusing and Isotachophoresis; 
Radola , B. J. and Graesslin, D. , eds. (de Gruyter,Berlin)1977. 165—171 

[68] Towbin H, Steehelin T, Gordon G. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1979 (76): 
4350 — 4354 l 

[69] Switzer RC, Merril C R, Shifrin. S. Anal. Biochem. 1979 (98): 231 

[70] Meril C R, Switzer R C, Van Keuren M L. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
1979 (76). 4335 —4330 

[71] Oakley BR, Kirsch D R, Morris N R. Anal. Biochem., 1980 (105): 361 

[72] Bjelqvist B, Ek K, Righetti P G, Gianazza E, Gorg A, Westermeier R, Postel 
W. J. Biochem. Biophys. Methods 1982 (6): 317—339 

[73] Gorg A, Postel W, Günther S et al. Electrophoresis 1985 (6): 599—604 

[74] Moeremans M, Daneels G et al. Anal Biochem., 1985 (145); 315—321 

[75] “Phast System "Owners Manual" Pharmacia AB. Uppsala, Sweden. 1986 


PDF 文件 使 用 "pdfFactory" 试用 版 本 创建 www.fineprint.com cn 


第 二 章 ” 北 胶 电泳 的 支持 介质 


电 尊 的 早期 形式 ， 即 在 上 自由 溶液 中 进行 的 移动 界面 电泳 已 成 
为 历史 ， 代 之 以 采用 支持 介质 〈 或 称 稳定 介质 ) 的 区 带电 泳 现在 
被 广泛 地 使 用 。 采 有 几 支持 介质 的 目的 是 防 正 电泳 过 程 中 的 对 流 和 
扩散 ， 以 使 被 分 离 的 成 分 得 到 最 大 分 辩 率 的 分 离 。 为 此 ， 支 持 介 
质 应 具备 以 下 特性 : 化 学 惰性 ; 不 干扰 大 分 子 的 电泳 过 程 ;化 学 
稳定 性 好 ， 均 匀 ; 重复 性 好 ; 电 内 渗 小 等 。 

河 体 支持 介质 可 以 分 为 两 类 : 一 类 是 如 纸 、 醋 酸 纤 维 素 薄 
膜 、 硅 胶 、 瑟 七 、 纤 维 素 等 。 这 些 介质 相对 来 说 是 化 学 情人 性 的 ， 
能 将 对 流 减 到 最 小 ， 使 用 这 些 支 持 介 质 进 行 蛋 白质 分 离 和 在 自由 
溶液 中 一 样 是 基于 pH 环境 中 的 蛋白 质 的 电荷 密度 。 但 在 有 些 情 
所 下 ， 它 们 也 会 与 迁移 颗粒 发 生 相 互 作用 而 参与 分 离 过 程 。 另 一 
类 蚌 演 粉 、 琼 脂 糖 和 聚 丙烯 酰胺 凝 笠 。 与 上 述 相 比 , RERA 
仅 能 防止 对 流 ， 把 扩散 减 到 最 小 ， 而 且 它 们 是 多 孔 介 质 ， 和 孔径 尺 
寸 和 竺 物 大 分 子 具有 相似 的 数量 级 ， 因 而 具有 分 子 筛 效应 。 使 用 
这 些 凝 胶 进 行 分 离 不 仅 取 决 于 大 分 子 的 电荷 密度 ， 还 取决 于 分 子 
八 寸 。 如 具有 相同 电荷 密 记 和 不 同 尺寸 的 商 种 蛋白 质 使 用 纸 电 泳 
不 可 能 分 离 好 ， 而 使 用 梯度 凝 胶 电 泳 来 分 离 ， 由 于 分 子 筛 效应 ， 
小 分 子 会 比 大 分 子 跑 得 快 而 使 分 辩 率 提高 。 为 此 第 -类 支持 介质 
现在 已 被 第 类 支持 介质 所 代替 ， 而 淀粉 凝 胶 又 由 于 其 批号 之 间 
的 质量 相 卷 甚大， 很 难得 到 重复 的 电泳 结果 ， 旦 胶 层 厚 、 分 辩 率 
低 、 电 泳 时 间 长 HERI, KEZ EDERN. BSRR 
孔径 较 大 ， 对 大 部 分 时 白质 只 有 很 小 的 筛 效应。 自从 1959 年 
Raymond 和 Weintraub! 首次 使 用 聚 丙烯 醚 胺 作为 电泳 的 支持 介 
BR. TEE 1964 年 Orsteinl2 和 Davis-3 发 表 他 们 有 关 的 基础 工 
作 以 来 ， 聚 丙烯 酰胺 已 成 为 月 前 生化 实验 室 最 常用 的 支持 介质 。 
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由 于 它 的 高 分 辩 率 ， 不 仅 能 分 离 含 有 各 种 大 分 子 物 质 的 混合 物 ， 
而 且 可 以 研究 生物 大 分 子 的 特性 ， 诸 如 电荷 、 分 子 量 、 等 电 点 以 
至 于 构象 。 可 以 说 它 是 电泳 过 程 中 的 “雷锋 ， 起 了 铺路 石子 的 
作用 。 


2.1 ARARE (3 H Rio £5 H 


RAMMER (polyacrylamide gel , PAG) Æ H PI SAEI 
(acrylamide) MARAR N, N'- B XXX PELA BERE (N, N- 
methyljenebisacrylamide》 在 有 引发 剂 和 增 速 剂 的 情况 下 聚合 而 成 
的 ,再 烯 酰胺 的 单 体形 戌 长 链 ， 由 N，N“- 甲 叉 双 丙烯 酰胺 的 双 
功能 基 财 和 链 示 端的 自由 功能 基 贱 反应 而 发 生 交 联 。 聚 丙烯 酰胺 
凝 胶 的 化 学 结构 式 和 三 维 网 状 结构 见 图 2.1[4] 和 图 2.2 [1， 两 个 
单 体 的 物理 化 学 特性 见 表 2.1 。 


30.1 ”丙烯 酰 且 和 六 ，N“- 甲 叉 双 丙烯 酰胺 的 物理 化 学 特性 


特 性 两 Wb MOM N, N'-FBH XXX PS B BC 
分 子 式 CH;—CH -CO—NH, (CH=CH -CO—NH);CH; 
^r fX 71.08 154.17 
外 N 白色 结晶 粉末 白色 结晶 粉末 
^ gk 无 无 
pH >5(5 声 水 溶液 ) 25(2,59&7K HERR) 
np AH 2.0( 水 ) 0.31 KK) 

(g. ml 1,30 ) l.1CB BE) 

0.4(P8 BR 

0.4(& (5) 
RARAC 84.5*0.3 185( 聚合 时 ) 
Sr Hr OE 1.122 — 
FITER Sh. pc 1$. 9. RÉ 
毒性 中 枢 神 经 毒物 "dice £638 ps 
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CH3 = ria CH3 = jn 


p MI 
NH2 NH 
CH3 

T ROIA NH 
C-=o 

CH, = CH 


N,N’ -AXAN 


1 
—CH3-CH—[CH? —CH—] p CH9—-CH-[CH?—CH--] ,CH2- 


» *- 9» 
NH? NH NH; 
CH; 
in 
do 
—CH3—CH-[CH?—CH— 1, CH2 -CH [CH3—CH—] "CH2 一 
is rad eM 
NH NH3 NH5 
s 
» 
to 
—CH j—CH-1CH; -CH- 14 CH? -CH-[CH?- CH-] CH2- 
ra ru ud 
NH 5 E NH 
R WARE: 


图 2.1 AAKE, N, N'-8 XO PROS RC 
TUUS HERES 4oSE FM Se 


RRI RTE, COÍTEJUUDTERE. SRTE. BHE, RON 
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2.2 ” 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 的 三 维 网 状 结构 "3] 
(D AAW: (2) WAWR: (3) EUE 
一 全 一 交 联 剂 ; 一 一 结 点 


度 以 及 孔径 大 小 均 取 决 于 两 个 重要 的 参数 T AC TEME 
ik (FARREA N，N “一 甲 义 双 再 烯 酥 胺 ) 的 总 百 分 浓 度 。C 是 
与 总 浓度 有 关 的 交 联 百 分 浓 度 。Hijertén 教授 [61 在 1962 年 引入 以 
下 两 个 公式 来 计算 ， 已 为 各 实验 室 所 常用 。 

T= a+b 


m 


- 100(96) 


b 
L5 10009) 


这 里 a HRAMUL (go, b EN, N-ẸF ARNAR BE B 
YEXX (g), m 为 水 或 缓冲 液 的 终 体积 (ml)。 其 中 a 5o 的 比例 
是 很 重要 的 [1。 如 果 a :5 小 于 10, HRR., W, AHG. W 
Rab AUF 100， 工 为 5%% 的 凝 胶 呈 糊 状 。 富 有 弹性 ， 且 完全 透 
明 的 钱 胶 ， 其 重量 比 应 在 30 左右 ， 而 且 其 中 丙烯 酰胺 的 浓度 必 
须 高 于 396, Davis 研究 过 1.5 % 到 6096 浓度 范围 的 丙 妖 酰胺 各 
0% 到 0.625 96 E BE Y5 HER N, N-A XLINK, tE RITE 
丙烯 酰 胶 浓度 低 于 2% 和 六， 入 - 甲 又 双 丙 烯 酰胺 浓度 低 于 
0.5 % 时 ， 凝 胶 不 本 能 聚合 。 他 还 注意 到 丙 蜂 酰胺 浓度 的 增加 通 
常 应 该 伴随 N，N“… 甲 丸 双 丙烯 酰 肢 浓度 的 降低 以 得 到 富有 弹性 
的 凝 胶 。 


C = 


17-7 
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Richards 等 -在 1965 年 提出 一 个 便于 选择 工 和 C 的 经 验 公 

式 : 
C =6.5-0.3T 

这 个 公式 能 用 于 计算 T X 596 一 20% 时 的 凝 胶 的 组 成 。C 值 并 
不 很 严格 ， 在 大 和 多数 情 况 下 ， 可 变化 的 范围 约 为 士 1% 。 

Brackenridge 和 Bachelardi 19! 以 得 到 人 血清 帕 蛋白 最 佳 分 辩 
率 为 根据 ， 用 最 小 平方 回归 公式 来 计算 凝 胶 的 最 佳 交 联 度 时 的 
N，N - 甲 又 双 丙 烯 酰胺 的 百 分 浓 度 ， 

B = 0.201 ~ 0.0112T 

这 里 吾 是 N，N“- 甲 叉 双 丙烯 酰胺 的 百 分 浓 度 ， 工 是 凝 胶 总 百 
分 浓度 。 

Blattler 等 [提出 ，N ，N- 甲 叉 双 丙烯 酰胺 在 聚合 过 程 中 
可 能 作为 链 的 终止 剂 ， 并 且 在 高 浓度 时 可 能 减 小 其 凝 胶 的 孔径 尺 
Fa 2% 一 40% 工 的 上 紧 胶 可 以 用 以 下 公式 来 计算 N,N - 甲 义 双 
VI BEI] RI ERG 


N,N' E SO HS NES (mg/100ml) = ARCADA 


夫 燃 酰胺 和 NN. N'- 甲 义 双 丙烯 酰 胺 溶液 在 自然 光 ，Y 射 
线 ， 超 声波 的 引发 下 会 发 生 聚 合 ， 故 应 存放 在 棕色 瓶 中 避 光 保 
存 。 虽 然 这 两 种 单 体 在 固体 状态 时 相对 比较 稳定 。 它 们 可 在 室温 
下 至 少 保存 一 年 ， 但 它们 在 溶液 状态 时 是 不 稳定 的 ，30% 的 丙烯 
酰胺 只 能 在 4 已 保 存 一 个 月 '! 站 。 丙 烯 酰胺 在 贮存 期 间 (在 酸 、 
碱 条 件 下 ) 会 水 解 成 丙烯 酸 而 增加 电泳 时 的 电 内 小 现象 和 减 慢 电 
泳 迁移 率 。 


2.2 S Eh Re N, N'- T SL 
JS Si ah Ek G 46,0 do de ti 


丙烯 酰胺 和 N，N -和 甲 又 双 丙 烯 酰胺 作为 聚 丙烯 酰胺 的 主要 
成 分 应 该 有 相当 的 纯度 ， 和 否则 将 影响 效 胶 的 聚合 ， 大 分 子 的 迁移 
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和 等 电 聚 焦 电 沪 的 pH 梯度。 丙烯 酰胺 中 的 主要 不 纯 物质 是 丙烯 
酸 、 丰 和 链 率 丙烯 酸 肢 和 离子 污染 物 。 天 烯 酰 通 的 纯化 有 不 同方 
Ho Loening 3 方法 是 将 70g 丙烯 酰胺 在 S0C RRE LL. 氯仿 中 ， 
热 过 滤 《不 要 抽 滤 )。 将 洲 液 冷却 到 - 20T, Wi, -BAAP 
过 滤 ， 抽 用 氯仿 或 庚 烷 洗 结 晶 ， 干 燥 。Stegink 等 (的 方法 是 将 
3kg 的 丙烯 酰胺 溶解 在 2L 水 中 ,温和 可 热 使 其 充分 溶解 后 冷却 
到 室温 ， 用 布 氏 漏斗 过 滤 ， 再 冷却 到 4 ， 收 集结 遇 。 剩 下 的 溶 
蔽 用 活性 次 在 60 记 处 理 1 小 时 【每 升 1g)}， 过 滤 ， 便 可 作 丙 烯 酰 
RER, KHEIR HEA (RI) 用 以 下 公式 计算 。 


_ CRI - 1.334) 
WAV — X 46 x 107 


AllenL5] 方 法 是 将 90g 丙烯 酰胺 深 解 在 300ml K Re Z HE AI 300m! 
HÆF, WAZ TTC, Hw, AAA 20 乞 。 结 晶 用 真空 过 滤 ， 
干燥 ， 直 到 没有 荃 的 气味 。 再 将 结晶 洲 解 在 540ml Sr, Jnd 
至 60 ， 热 过 滤 。 再 冷却 到 不 低 于 22Y 。 结 晶 被 保存 在 氨 仿 中 ， 
需 用 时 真空 抽 滤 , Fo Shepherd 等 06] 是 从 1 体积 丙酮 和 3 [ik 
积 的 钵 的 混合 溶液 中 过 滤 丙 烯 酰胺 结晶 的 。 结 晶 再 烯 酰胺 水 深 液 
的 pH 是 4.9 一 5.2 。 

丙烯 酸 不 能 完全 从 上 述 纯 化 结晶 的 方法 中 除去 。 它 的 存在 将 
影响 凝 胶 的 聚合 和 降低 一 些 蛋 白 的 迁移 率 07]。 可 以 用 离子 交换 
层 析 去 除 它 08] 。 

NN，N - 甲 叉 双 丙烯 酰胺 的 重 结晶 也 可 以 用 Loening?! $69 77 
法 。 Æ 40— 50'C 以 每 升 10g 的 浓度 将 它 溶 解 在 丙酮 中 ， 热 过 滤 ， 
将 溶液 乙 慢 冷却 到 一 20 人 让 ， 用 冷 丙 柄 洗 结 晶 ， 真 空 干燥 。 

丙烯 酰 通 和 N ，N'- 甲 叉 双 丙烯 酰胺 纯度 测定 的 方法 018] 是 
将 1.0 一 1.5g 样品 溶解 在 蒸馏 水 中 ,和 终 体积 500ml。 在 250ml 带 
有 双 盖 、 分 离 漏 斗 和 有 抽 真 空 的 玻璃 连接 器 的 碘 瓶 (iodine flask) 
"P dn BÉ Gh EX fü 0.10 mol/L KBrO - KBr (2.79g KBrO; 
+ 10g KBr/L) ,在 约 12mm Hg (1. 60Pa) 的 真空 度 下 湾 加 3molAL 
H2SO4 ， 避 光 ， 高 频 震 荡 20 分 钟 。 加 15ml 20% KI RW, E 
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抽 真 空 后 ， 立 即 用 淀粉 作 指示 剂 注定， 并 用 以 下 公式 计算 。 


y = a -yz 
样品 重量 (g) 
这 里 < 和 yy 分别 为 空白 和 实验 用 的 0.05mol/L NazS$Os 的 毫升 
数 ， 用 十 丙烯 酰胺 测定 时 ，z 为 3.554 。 用 于 N,N -EB SODUA 8E 
酰胺 测定 时 ，z 为 3.854 。 

内 浪 酰 胺 和 甲 义 双 内 烯 酰胺 是 一 种 对 中 枢 神 经 系统 有 毒 的 试 
jR-7921-. Bf di 1% 的 稀 溶 液 与 皮肤 接触 也 会 引起 皮 跌 发炎。 
小 鼠 确 切 致死 量 (LDso) 为 170mgykg， 所 以 在 实验 操作 时 应 尽 
避 能 避免 童 接 接触 和 吸 和 粉尘。 在 不 具备 安全 操作 条 件 的 实验 室 
中 ， 不 要 进行 再 烯 酰胺 的 重 结晶 。 


2.3 引发 着 、 增 束 剂 和 聚合 


丙 燃 酰胺 的 聚合 通常 是 由 化 学 或 光化学 过 程 完成 的 ， 常 用 过 
硫酸 铵 、 过 硫酸 钾 或 核 黄 素来 引发 这 个 过 程 ， 用 N,N,N N- 
四 上线 基 乙 二 胺 ，3 -二 甲 胺 两 且 等 作为 聚合 过 程 中 的 增 速 剂 。 这 
种 引发 增 速 的 催化 系统 是 氢化 -还 原 过 程 ， 因 为 它 会 产生 自由 基 
用 于 丙烯 酰 腕 上 凝 腕 的 乐 合 。 现 在 常用 的 系统 见 表 2.2。 在 系统 
中 即使 有 小 量 的 第 四 脂肪 胺 ,如 N,N ,N’,N -四 甲 基 乙 二 上 腑 


表 2.2 ”常用 的 丙烯 酰胺 聚合 的 催化 系统 [22,23] 
HE Ei) Ho x f 
HERE N, N, N, N-IBREZLM 
(N, N. N', N'tetramethylethylenediamine, TEMED) 
ii MEE 3- -PRRI 
(3-dimethylgrninopropicnitrile, DMAPN) 
HWRE 3---H BEPS E IE BEER dE 
过 氢化 乞 ti Ne X ELS für Re 
X EO N, N, N', N-INHi3kz —H COGREGSEED 


一 一 一 一 
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的 存在 ， 便 可 催化 由 过 硫酸 猎 产 生 的 自由 基 的 形成 ， 从 而 加 速 取 
$.3-—HBE PME M ERHIESI T AS, up BEES AXSER 
易 得 到 高 纯度 的 试剂 。 在 0C 时 相对 稳定 以 及 释放 分 子 氧 的 可 能 
人 性 很 小 。 合 适 的 催化 系统 必须 不 改变 凝 胶 的 缓冲 条 件 ， 帖 度 和 导 
mft. 

P3 5 BEA EAE TRU eh ERR EE (RIAR, GRA 
等 ) 在 碱 性 条 件 下 产生 游离 气 自 由 基 引 发 单 体 丙烯 酰胺 成 为 自由 
基 状 态 而 成 的 。 其 聚合 过 程 与 一 些 因 素 有 关 [24] : 

(1) 引发 剂 和 增 带 剂 的 波 度 ”用 紫外 吸收 测量 发 现 聚 合 的 万 
速率 和 过 硫酸 铁 浓 度 的 平方 根 成 正比 55]。 作 者 [2] 亦 观察 到 
N,N,N, N -四 甲 基 乙 二 胺 浓度 的 增加 可 使 凝 胶 的 聚合 时 间 大 
大 缩短 。 嚼 然 增 加 过 硫酸 馈 和 N,N ,N,N VR 3E Z, ERY 
度 可 以 增加 至 合 速 率 , 但 是 过 量 的 过 硫酸 铵 和 N,N ,N,N -四 
由 基 乙 二 胺 会 引起 电泳 时 的 烧 胶 和 重 白 电泳 带 的 畸变 。 为 了 得 到 
理想 的 电泳 结果 ， 应 该 使 用 合适 的 配方 使 聚合 过 程 芍 在 40 — 60 
分 钟 内 完成 ?Yl。 

(2) 系统 的 pH ÆR pH, AFRL N,N,N, N -四 甲 
基 乙 二 胺 (R 3--PRARR) 的 游离 碱 ， 引 发 过 程 会 被 延迟 。 
Watkin 等 5 观察 到 在 pH 8.8 EJ, 7.596 859 Vj S BERE E GCTE RUNI 
Jur 9b AUR GARIB,. KARREN, NAdiuckoE, Æ 
小 时 后 速率 很 快 下 降 。 但 同样 浓度 的 溶液 在 pH4.38], RAH 
速率 较 锡 ， 聚 合 大 约 在 90 分 钟 才能 完成 。 

作者 "2 在 制 做 酸性 范围 《pH2.5 一 4.5 ) 的 等 电 聚 焦 用 凝 
胶 时 也 观察 到 过 硫酸 敏 - RN，N，N'，N- 四 甲 基 乙 二 胺 系统 并 
不 能 促使 丙烯 栈 肢 的 聚合 。 用 添加 AgNO, Fe; (SO), 或 KNO; 
作为 增 速 剂 的 结果 提示 AgNO; 是 可 被 选用 的 。 

碱 性 范围 的 凝 胶 虽然 容易 聚合 ， 但 硬 目 脆 ， 在 染色 、 脱 色 过 
程 中 易 蔽 有 裂 、 故 应 尽 可 能 减少 过 硫酸 猎 和 N，N，N ,，N -四 
HZ, Eng. 

(3) 温度 的 影响 在 聚合 过 程 中 温度 对 凝 胶 的 特性 有 很 大 的 


-21> 


PDF 文件 使 用 "pdfFactory' 试用 版 本 创建 www.fineprint.com cn 


ag. (Kd (SC) HRA, HRAT, BES 
性 不 好 。 在 25~3SC HRA, WRS eA A H mA MTE, {ER 
浓度 北 胶 在 聚合 时 会 产生 热 使 气体 溶解 ， 导 致 在 凝 胶 中 产生 小 气 
泡 。 此 时 适当 降低 温度 ， 可 以 将 这 种 影响 降 到 最 小 。 

(4) 分 子 氧 “分子 氧 的 存在 会 阻碍 凝 胶 的 化 学 聚合 "724] 因 
此 对 不 食 SDS 的 凝 胶 ， 特 别 是 等 电 聚 焦 用 的 凝 胶 ， 最 好 先 抽 气 ， 
再 加 引发 剂 。 

(5) 凝 胶 系统 中 的 不 纯 物 金属 或 其 他 杂质 的 存在 也 会 影响 
凝 胶 的 化 学 聚合 ' 中 。 丙 烯 酰胺 和 甲 又 双 丙烯 酰胺 的 特性 和 纯化 
方法 已 在 上 节 中 介绍 。 

四 围 基 乙 二 胺 是 -一 种 易 吸湿 的 无 色 液 体 ， 人 分子量 为 116.21 。 
有 浓烈 的 氨 昧 。 熔 点 或 沸点 为 120 一 1122 ， 密 度 为 0.777{Da0) ， 
折射 率 (RI》 为 1.418(n 和 Pf )}。 它 易 被 氧化 ， 形 成 黄色 产物 。 吸 
水 则 吉 速 氧化 。 黄 色 的 氧化 产物 会 降低 增 速 作用 ， 最 好 不 要 使 
有 用。 商品 四 甲 基 乙 二 胺 的 纯度 至 少 应 在 99% ， 不 需 纯 化 ， 可 用 
气相 色谱 方法 分 析 。 暂 时 不 用 的 西甲 基 乙 二 胺 最 好 密封 保存 在 深 
冻 冰 箱 中 [31 。 

过 硫酸 铁 为 白色 粉末 或 结晶 ， 分 子 量 为 288.2 。 固 体 粉 未 可 
在 室温 保存 ， 但 它 在 溶液 状态 十 分 不 稳定 ， 需 在 4 信保 存 ， 最 好 
新 鲜 配 制 ， 且 选用 金属 杂质 含量 尽 可 能 少 的 商品 ?1]。 作 为 凝 胶 
聚合 的 引发 剂 可 用 过 硫酸 钾 代 替 ， 它 在 4 记 时 可 溶性 很 低 ， 所 以 
可 用 4C 时 的 狗 和 和 落 液 方便 地 代替 不 稳定 的 过 硫酸 铵 。 凝 胶 中 的 
过 硫酸 盐 可 用 Bennickt29] 的 方法 来 检测 。 如 时 过 硫酸 盐 的 浓度 高 
Tq 8—lI4ug/ml, EHR piii id dk is 

HBAESERRCDEHU. RUPCROR IET TOCR USERS E IDHIE 9 i O01 
核 黄 素 在 光照 下 分 解 ， 黄 素 被 还 原 成 无 色 型 ; 在 有 少量 氧 的 条 件 
下 ， 无 色 型 的 黄 素 又 被 氧化 成 有 雍 离 基 的 黄 素 环 使 聚合 开始 。 交 
聚合 的 优点 -是 用 量 少 ， 不 会 对 被 分 析 的 样品 有 任何 不 良 的 影 
啊 ， 二 赵 聚 合 所 需 时 间 可 以 较 自 由 地 控制 。 缺 点 是 光照 量 不 易 掌 
i. 
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Needlesl301 曾 讨论 了 一 些 沙 液 添加 剂 ， 如 Tris、 四 甲 基 乙 二 
胺 、 盐 酸 和 甘氨酸 对 光 保 合 的 影响 ， 认 为 四 时 基 乙 二 胺 是 一 种 温 
和 和 的 还 原 试 调 ( 毛 给 体 }， 它 可 以 通过 给 体 - 受 体 反 应 与 核 黄 素 和 
丙烯 酰胺 单 体形 成 复合 物 ， 从 而 加 速 聚合 。 

近年 来 ， 使 用 光 聚 合 方法 进行 酸性 效 胶 的 取 合 得 到 较 好 的 效 
果 [3-~3]。 这 是 采用 100pmol/L EPR (methylene blue, MB) 
作为 引发 剂 ，1 mmol/L FPE EGRE. (sodium tolune sulfinate， 
STS AEJ, SOpmol/L = Æ X fb BR (dphenyiiodonium 
choride, DPIC) 为 氧化 剂 进行 光 聚 合 。 


2.4 KAAR R 69 A C dU 48 fe 
cA E 


在 使 用 液体 介质 的 电泳 中 ， 带 电 颗 粒 的 分 离 主要 取决 于 它们 
的 净 电 荷 。 但 是 肯 胶 不 同 于 液体 介质 ， 它 具有 高 粘度 和 高 的 摩擦 
阻力 。 它 作为 支持 介质 不 仅 能 防止 对 流 ， 并 能 把 扩散 减 到 最 小 ， 
而 且 能 影响 大 分 子 颗 粒 的 迁移 寺 程 。 在 上 凝 胶 中 大 分 子 的 分 离 取决 
于 它 的 电荷 和 尺寸 。 凝 胶 的 这 种 用 于 分 离 不 同 尺 寸 分 子 的 特性 是 
由 于 它 的 尺寸 得 分 能 力 (size sieving capacity)， 所 以 这 种 现象 被 
称 为 分 子 箱 效 应 (molecular sieving effect) 。 

JR VALAB BU: SEIBE APA PRCILASORURCEUEL ARE T O6, AA 
LAME 丁 % 的 增加 而 减 小 。 当 疑 胶 浓 度 小 于 2.5% 时 ， 可 以 得 
分 分 子 量 为 10 以 上 的 大 分 子 ,但 此 时 的 癣 胶 几 乎 是 液体 。 通 常 
需要 加 0.5% 的 琼脂 糖 来 增加 凝 胶 的 硬度 。 相 反 ， 如 果 总 浓度 
T% 大 于 30%， 则 可 以 第 分 分 子 量 小 于 2kDa $65: HU, Om- 
stein-3] 计 算 了 7.5% 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 的 平均 孔径 为 50A, 而 
30% 凝 胶 的 平均 孔径 为 20 人 左右 。 所 以 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 总 浓度 
的 选择 对 蛋白 质 混合 物 的 分 离 效果 是 十 分 重要 的 。 如 图 2.3 所 
示 ， 在 混合 物 中 有 两 个 蛋白 质 组 分 A 和 B， 其 中 A 的 分 子 量 小 
T B, 和 而 BB 带电 荷 多 。 如 果 全 为 5% 时 ，B 走 在 A 的 前 而 ， 两 组 
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82.3 RERE T 对 样品 迁移 率 的 影响 287 


分 能 被 很 好 地 分 离 。 如 果 TT% 增 加 ， 分 子 第 效应 也 增加 ，B 的 迁 
移 速 度 减 慢 。 当 丁 为 9% 时 ， 由 于 A 和 BB 迁移 率 相 同 ， 就 无 法 
HAT, ERRER, RRFL, 但 A 组 分 的 分 子 量 比 BB 组 
分 小 ，A 有 比较 高 的 迁移 率 。 所 以 要 分 离 好 : -个 混合 物 ， 并 不 是 
任何 凝 胶 条 件 都 可 以 被 满足 的 ， 而 必须 考虑 一 个 相对 完整 的 方 
案 。 而 且 即 使 得 到 一 个 单一 的 带 ， 也 不 能 证 明 只 有 单 -的 均 - -成 
分 。 为 了 证 明 钧 - - 件 ， 还 应 该 用 具有 不 同 分 子 得 效应 的 不 同 孔 径 
的 凝 胶 电 泳 和 进行 改变 分 子 电 荷 的 不 园 pH 的 实验 。 

BEP MS E e BE BE B A 2L TL TS AR ToS RUE 工 % 有 关外 ， 
还 与 其 交 联 度 C% 有关。 如 果 在 聚合 过 程 中 没有 交 联 剂 ， 只 能 形 
成 无 序 的 多 聚 体 链 ， 不 能 聚合 成 凝 胶 ， 只 能 形成 粘 状 液 。 只 有 在 
聚合 过 程 中 有 甲 义 双 丙 烯 酰胺 存在 时 ， 无 序 的 多 聚 体 链 才能 交 联 
而 形成 共 价 科 网 。 有 效 孔 径 则 随 着 交 联 剂 的 增加 而 减 小 。 

一 般 来 说 ， 当 CC 保持 恒定 时 ， 有 效 孔 径 随 着 T 的 增加 而 减 
小 , 当 了 保持 恒定 ，C 为 4% 时 ， 有 效 孔 径 最 小 ; C 大 于 或 小 
于 4% 时 ， 有 效 了 筷 和 经 均 变 大 ; C 大 于 5% 时 ， 凝 胺 变 脆 ， 昌 相对 
比较 踊 水 ， 不 宣 使 用 37:。 但 Fawcett 等 591] 报道， 不管 T 96 E 
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少 ， 甲 叉 双 丙烯 酰 腕 的 浓度 为 5% 时 ， 有 效 孔 径 最 小 。Camphbell 
等 8] 则 报道 ， 当 人 为 15% 时 ,达到 最 小 孔径 所 需要 的 交 联 剂 的 
比例 随 着 了 % 的 增加 而 增加 。Kighetti HURÁ, T A5%, P 
LAA BS E kE EA $% 时 、 孔 径 约 为 20nm。 最 近 ，Char- 
lionet 4&2) fe Righetti 等 1431 工 作 的 基础 上 ， 使 用 聚 乙 二 醇 来 配制 
大 妃 生 装 胶 进行 大 分 子 的 分 离 。 


2.5 玖 胸 奋 凝 胶 的 性 能 、 结 构 与 特点 


琼脂 精 是 从 琼脂 中 精制 分 离 出 的 胶 状 多 精 C gel-forming 
polysaccharide)}。 它 的 分 子 续 构 大 部 分 是 由 1，3 联接 的 B-D 吡 
哺 半 乳糖 各 1，4 联接 的 3，6 脱水 a- 卫 哟 喃 半 乳 糖 交 圭 而 成 的 ， 
RÆE2.4 . SUB MCX ER RERBA (red-seaweed) 中 提取 
的 。 BUBSGUBWUR AS, GUSSCURIBUSEE. H6 2- ar BEBE SERUPS RÀ 


CH,OH d 
HO 0 0 al 
CH 
^A 2 Pa 
O © 
OH 
n 


图 2.4 RRRA 


松 栈 基 的 琼脂 胶 即 为 琼脂 糖 。 琼 脂 糖 通常 是 白色 粉 未 ， 有 时 稍稍 
带 色 ， 它 在 密封 容器 里 可 保存 几 年 ， 但 在 溶液 状态 可 能 会 自动 裂 
Ro 
AE AA ERE TED E REEF AA 2E SUSLT SE P REN a 
是 由 于 它 的 特殊 物理 化 学 特性 。 它 作为 电泳 基质 有 如 下 的 优点 ; 
1) 琉 脂 糖 凝 胶 是 具有 大 量 微 孔 的 基质 ， 其 孔径 尺 十 取决 于 它 的 
AE. 0.07596 琼脂 糖 的 孔径 为 800nm, 0.16% 的 孔径 为 
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S00nm, 196 8E S8 TLEAN 130nm， 这 是 通常 使 用 的 浓度 。 
它 可 以 分 析 大 到 百 万 道 尔 顿 分 子 量 的 大 分 子 [4J。 但 电泳 分 辨 
率 低 十 使 用 率 再 烯 酰胺 疑 耽 。 这 种 大 筷 特 性 有 利于 免疫 固定 、 
免疫 电泳 和 微量 制备 。 
琼脂 精 具 有 和 较 高 的 机 械 强 度 ， 人 允许 在 1% 或 更 低 的 浓度 下 使 
用 。 旦 在 这 种 浓度 下 仍然 有 得 分 和 抗 对 流 的 特性 。 但 一 般 来 
说 ， 它 的 机 械 强 度 低 于 育 丙 烯 栈 胺 凝 胶 ， 常 在 水 平 电泳 系统 
中 使 用 。 且 在 蛋白 电 读 中 ， 常 将 琼脂 糖 凝 胶 做 在 玻璃 板 或 塑 
料 膜 上 。 
茵 脂 糖 无 毒 ， 不 像 常 作 为 凝 胶 介 质 的 丙烯 酰胺 是 中 枢 神 经 系 
统 毒物 而 给 操作 者 带 来 不 便 。 琼 脂 糖 胶 凝 过 程 中 不 会 发 生 自 
HERT, XE. 
4) 染色 、 脱 色 程 序 简单 、 快 速 ， 背 景色 较 低 。 
5) 项 脂 精 凝 胶 有 热 可 逆 人 性 ， 低 胶 凝 温度 及 低 熔点 的 琼脂 糖 可 以 

容易 地 回收 样品 ， 用 于 制备 ， 包 括 那些 对 温度 敏感 的 材料 。 
6) 生物 中 性 ,与 别 的 生物 只 有 很 小 的 结合 。 
7) 济 脂 糖 凝 膀 很 窑 易 于 成 薄膜 ， 而 不 龟 裂 ， 适 于 光 密 度 扫 找 和 

永久 保存 。 
8) 琼脂 糖 凝 胶 是 高 灵敏 度 放 射 自 显影 的 理想 材料 。 

琉 脂 糖 的 主要 性 能 指标 如 下 : 

(1) ŁA} (electroendosmosis) ”简称 EEOL4,4]， 是 琼脂 
糖 电 涨 过 程 中 的 -- 和 神 重 要 现象 。 它 是 由 琼脂 糖 多 精 骨 架 上 的 带电 
基 团 ， 上 :要 蚌 硫 酸 酯 和 丙酮 酸 盐 引 起 的 ， 见 图 2.5 和 图 2.6 ,与 
凝 胶 中 的 这 些 阴 离子 基 团 相 结 合 的 是 向 阴极 迁移 的 水 合 杭 衡 离子 
(hydrated counter ions)， 水 也 因此 而 被 这 些 离 子 推 向 阴 祝 。 在 电 
场 中 不 能 迁移 的 样品 中 的 中 性 分 子 战 接近 中 性 的 分 子 也 在 液体 中 
被 搜 向 阴极 。 

ir- keik., ihk, BABES, RACKY 
加 阳离子 蛋白 的 分 辩 率 。 电 内 滩 对 对 流 免 疫 的 影响 见 图 2.7 .高 、 
中 电 内 渗 的 琼脂 糖 常用 来 做 各 种 免疫 电泳 的 支持 介质 。 高 电 涂 的 
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图 2.6 EKR: 上 阴离子 基 团 被 固定 在 介 
质 中 ， 相 应 的 阳离子 与 它 的 结合 水 一 起 
向 阴极 迁移 +， 


琼脂 糖 对 免疫 球 蛋 白 IgG 和 IgM. 的 分 离 效 果 最 好 。 电 内 渗 的 高 
低 对 DNA 的 分 离 没有 显著 地 影响 ， 但 使 用 高 电 内 渗 琼 脂 糖 分 离 
DNA 所 需 的 电 注 时 间 要 比 低 电 内 渗 稍 长 ， 因 为 电 内 渗 对 大 分 子 
的 迁移 有 一 定 的 阻碍 作用 。 大 分 子 等 昌 聚 焦 电泳 〈 如 IgM) 必须 
使 用 零 电 内 渗 琼 脂 糖 。 如 凝 胶 介 质 有 电 内 渗 ， 会 使 pH 梯度 向 阴 
paeem, 

电 内 渗 的 测定 是 用 带 负电 的 白 蛋 白 与 电 中 性 的 聚 乙 二 醇 同 时 
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图 2.7” 电 内 渗 对 对 流 电 泳 的 影响 。(a) 合适 的 电 内 渗 ， 
免疫 沉淀 线 在 两 孔 的 中 间 ; (b) BABAD, MERA 
靠近 抗体 蕊 ; (0) BABAK, 沉淀 线 太 靠近 抗原 孔 [*- 


加 入 琼脂 糖 秦 胶 板 的 原点 孔 内 ,通电 后 ， 白 蛋白 问 正极 迁 称 ， 电 
中 性 的 聚 乙 一 醇 由 于 受 凝 胶 中 所 带 正 电荷 的 牵 拉 向 负极 迁移 ， 用 
聚 乙 二 醇 的 迁移 吧 高 锌 聚 乙 二 醇 与 扬 蛋 日 的 距离 之 和 除 ， 所 得 的 
数据 即 为 电 内 渗 值 (图 2.8 }。 一 般 藉 脂 糖 的 电 内 渗 值 在 0~0.3 
之 间 ， 而 琼脂 的 电 内 渗 值 则 在 0.5 以 上 [4 。 


WRA 。” ” 起 始点 ARA 
(D) (0) CA) 


qi Je 


/€— 0D —9|€— 0A —/ 


图 2.8 "miM SU 


(2) KBA KIMIE GRON EAS TAER, Ri 
HERE TEA AR ADRA AA AA, eE BD 
HELS, PRBE., BE 3543C., (BJB-F d 65 R. 
BAHAET CT 30C 5. Guiseley t] $9 48 i FP. Ak E FOE SUPE ERE 
狼 温 虐 的 影响 。 天 然 申 基 人 北 程 度 越 高 ， 胶 上 凝 温度 也 越 高 ， 相 到. 
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合成 甲 基 化 作用 的 程度 越 高 ， 胶 凝 温度 却 越 低 《〈 图 2.9 )。 不 同 
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图 2.9 ”天 然 和 合成 甲 基 化 作用 对 胶 北 温度 的 影响 (和 1 
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取代 基 ， 如 关 乙 基 、 烯 丙 基 、 乙 酰基 等 对 琼脂 糖 胶 凝 温度 的 影响 
见 图 2.10。 

琼脂 糖 胶 凝 作用 的 宙 制 首先 是 由 Rees'*3 提 出 ， 以 后 由 
Amott 等 证实。 琼脂 糖 在 溶液 中 分 子 呈 自由 卷曲 状态 。 在 胶 
净 的 最 初 阶段 变 为 双 螺 旋 ， 然 后 变 成 双 螺 旋 束 而 凝固 成 胶 。 

(3) 熔化 温度 ”这 是 指 加 热 赣 固 后 的 凝 胶 由 固态 转变 为 液态 
时 的 温度 即 炊 化 点 ， 称 燃 化 温度 。 - 般 在 75 —90'0. A T fbl 
备 目 的 的 低 燃 点 藤 脂 糖 其 熔化 温度 需 低 于 300 。 以 便 重新 熔化 
琼脂 糖 回收 样品 时 ， 不 破坏 分 子 的 结构 。 - 般 来 说 胶 凝 温度 与 熔 
化 温度 的 差距 越 大 越 好 。 不 同 浓度 的 琼脂 糖 对 胶 疙 温度 和 熔化 温 
度 的 影响 不 大 ， 见 图 2.11 。 


浓度, % 


图 2.11 不同 浓度 的 琼脂 糖 对 胶 凝 温度 和 熔化 温度 的 影响 [4。 
CORNE; Kd E 


一 些 阻 碍 氨 键 形成 的 试剂 ， 如 尿素 积 碘 化 钟 ， 会 降低 琼脂 糖 
凝 胺 的 熔化 温度 ， 甚至 阻 正 氢 键 的 形成 而 影响 胶 凝 ,所 以 在 添加 
未 妹 的 闪电 罕 焦 北 胶 电泳 时 必须 注意 。 


”30 


PDF 文件 使 用 "pdfFactory" 试用 版 本 创建 www.fineprint.com cn 


(4) WARR ARER HA THEN P E KRITE ESR i E 
要 特性 之 一 。 每 平方 厘米 此 胶 所 能 承受 的 重量 (g/cm) RAR 
胶 强 度 。 效 胶 强 度 与 胶 浓 度 成 正比 ， 但 随 不 同型 号 的 琼脂 糖 而 不 
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图 2.12 REPAR S SE KR Hr 09 gag 44| 


FH] (F2.12).8E P: sk BE di fü zm Ege HE DO bm, MEJOR HORE ES, 
所 能 允许 使 用 的 浓度 越 小 。 在 电泳 中 通常 使 用 1% 浓 度 。 如 果 凝 
胶 强 度 低 ， 则 胶 软 易 碎 ， 给 操作 带 来 困难 。 阻 姐 氨 键 形 成 的 试 
剂 ， 如 尿素 和 磺 化 钊 ， 除 了 如 上 所 述 会 降低 琼 腿 糖 的 熔化 温度 
外 ， 还 会 降低 凝 胶 强度 。 

Serwer 等 [提出 了 在 细菌 电泳 过 程 中 ， 凉 脂 覃 凝 胶 得 分 特 
性 的 机 制 。 他 们 认为 这 是 在 不 改变 纤维 束 直径 时 松 开 双 螺 旋 的 搁 
(Packing)。 这 也 说 明了 壤 蕴 糖 凝 胶 的 透明 人 性质 。 了 琼脂 精 的 羧 乙 
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Ak (EIE H tE fE RER APH 

(5) 脱水 收缩 作用 【syneresis) Æ JE MSIE EE IE BUDE 
EHRE. ERHI h FE HARA HES Uic AR TU X HX 
EPERRAK, APA Gn He n DK SK o I — AIR 06 Ro 965 ERI fo 
Jc p E R BEE Ae AKEEF Cook 8807781 Hansson 415- 
4r SIVE JCECELSE, HERR R E e FEA ER o 

K2.3 为 瑞典 Amersham Pharmacia Biotech 公司 各 种 性 能 的 
RRS, 


X2.3 ”瑞典 Amersham Pharmacia Biotech 公司 的 琼脂 糖 的 性 能 * 
LAS on RAR e AGES RERO RAMET 


5) d8TR H 0.25 21500 « 0.60 34-37 90 
AIE M 0.13 > 1200 «0.45 40 — 43 90 
BUR S L 0.02 > 1000 «0.30 40 - 43 90 
Pd prep — «0.10 2200'* 0.08—0.!12 «30 65 
Ag IEF 0.00 21000 —— 40 - 43 一 
FISE NA 0.10 2400 0.09 34 ~37 一 


* 1998 年 Catalogue 
** JARRA. 


2.6 电泳 新 介质 


了 两 簿 酰胺 和 琼脂 糖 是 目前 电泳 最 常用 的 两 种 支持 介质 ， 但 
出 于 它们 的 一 些 局 限 性 ， 这 些 年 来 人 们 正在 寻求 新 材料 以 适合 电 
谍 分 离 的 需要 。Chiari 和 Righetti' 浏 对 电泳 用 的 新 型 分 离 材料 ， 
包括 丙烯 网 胺 单 体 的 一 些 蔡 代 物 和 新 型 大 和 扎 材 料 做 了 综述 。- - 些 
N- BARAH Ar ELI poly-N-acryloyl-iris (NAT) gels, N- 
Acryloy] sugars, Acryloylmorpholine, Hydroliuk™ gels 和 N-acrv- 
lbylarunoerhoxye thanol (AAEE) 等 。AAEF 和 acrylamido-N , 
N -dicthoxvethanol ibA M FASE HS. DATER kR 
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Tk, BUfETEO.1mol/L NaOH "P, 70€ 时 也 十 分 稳定 。 在 酸性 环 
境 中 也 同样 十 分 稳定 ， 适 合作 为 酸 碱 性 pH 范围 等 电 聚 焦 的 支持 
介质 ; 名 具 有 高 度 亲 水 性 ; 加 孔径 大 ， 适合 大 分 子 量 物质 的 分 
Bo - 些 N -取代 的 丙烯 酰 胺 单 体 的 化 学 结构 和 交 联 剂 的 化 学 结 
构 见 图 2.13 和 2.14 P^; 


N.N-Dimethyl 
acrylamide 


(DMA} 


N-Acryloy- 
-2-amino-2-hydroxy 
methyl- i,3-propane 


(Tnsacryl) 


N-Acryloyl 
morpholine 


N-Acryloyl- 
-1-amina- I-deox y 
D-glucitot 


图 2.13 — - 些 N -BUFCISTS HS CIR E DO cl 341 


作为 大 分 子 电泳 分 离 的 支持 介质 ， 琼 腊 糖 - 聚 丙 烯 酰胺 混合 
凝 胶 是 很 有 前 途 的 。 琼 脂 糖 的 allylglycidyl 入 生物 见 图 2.15 (4! 
THBLROHOEPSPASBEE A HORREA. X RA IUBE X, Sl 
械 强 度 大 ， 可 以 分 离 大 分 子 的 优点 ， 这 种 介质 可 以 分 离 2.5 百 万 
Dal5%: 的 大 分 子 ， 可 用 于 病毒 [7]、SDS 变性 分 子 和 高 分 子 量 的 脂 
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N.N'-Methylene 
bisacrylaride 
(Bis) 


Bthylene diacrylate 


N.N": (1,2-Dihydroxy " " 
ehtylene) ZY 
bisacrylamide d ] { YN 
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图 2.14 ARER fee fS 


2E (458.591. 

最 近 Harington 等 5 将 一 些 海 绵 状 的 材料 作为 电泳 的 支 
BH. ERA nbi . w3*USPSBCBCRIBUESER I. DL 
械 强 度 大 ， 结 梅 稳定 ， 可 以 直接 测量 甩 径 。 电 泳 海绵 月 大 其 的 通 
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图 2.15  allyiglycidyl 衔 生 的 琼脂 糖 的 化 学 结构 [24 


道 ， 可 以 同时 进行 多 方向 分 离 ， 并 且 可 以 加 大量 的 立 品 ， 他 们 还 
可 以 切割 成 任何 形状 ,便于 操作 ， 也 便于 保 序 。 电 泳 海绵 可 以 是 
玖 水 的 或 亲 水 的 ， 孔径 尺寸 在 nm 一 100pm 范围 。 载 体 两 性 电解 
质 可 以 在 电泳 海绵 中 建立 比 在 涌 丙 烯 酰胺 凝 胶 中 更 为 线性 的 宽 或 
"EB pH 梯度 。 等 电 聚 焦 的 速度 比 在 育 丙 烯 酰胺 凝 胶 中 快 ， 分 辩 
率 也 更 好 ， 虽 然 这 种 材料 还 处 于 试验 阶段 ， 但 它 可 能 是 一 种 潜在 
的 电泳 支持 介质 。 
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FZT HREBENNE 


电泳 系统 虽然 只 是 作为 生化 分 离 分 析 所 必需 的 常规 仪器 ， 但 
它 的 进展 与 其 他 大 型 仪器 设备 一 样 。 同样 是 非常 迅速 的 。 如 第 一 
章 中 所 述 ， 从 1809 年 俄国 物理 化 学 家 Reüss 的 第 一 次 电泳 实验 
所 用 的 锥 型 装 早 到 1946 年 瑞典 物理 化 学 家 , 诺 贝 尔 奖 获得 者 
Tiselius 教授 的 第 一 台 商 品 且 由 移 田 电 沪 系统 问 进 经 历 了 一 个 多 
世纪 。 但 此 后 的 50 多 年 电泳 仪器 的 发 展 却 极 其 迅猛 ， 特 别 是 电 
iX Jr FR Ea VL s TROC RESO, E PRESE RU BER rn DECRE ER UBL 
穷 以 适应 各 种 研究 工作 和 生产 实践 的 需要 。 

狼 胶 电泳 仪 作为 生化 实验 室 常用 的 小 型 仪器 ， 种 类 很 多 。 随 
着 技术 的 不 断 发 展 ， 电 泳 仪器 的 分 析 对 象 也 越 来 越 专 . -化 。 按 形 
式 可 分 为 垂直 型 和 水 平 型 ; 按 分 析 对 象 可 分 为 蛋白 质 分 析 用 、 核 
酸 分 析 用 积 细胞 分 析 用 ; 按 功能 可 分 为 制备 型 、 分 析 型 、 转 移 
型 .浓缩 型 等 。 从 垂直 管 型 盘 状 上 电泳 发 展 到 垂 走 板 状 电泳 ， 再 发 
展 到 半 目 动 和 全 自动 水 平平 板 电泳 仪 ， 其 分 辩 率 越 来 越 高 ， 操 作 
越 来 越 简单 ， 电 访 时 间 越 来 越 短 ， 功 能 越 来 越 多 。 

凝 胶 电 汶 系统 一 般 由 电泳 权 ， 电 源 和 冷却 装置 组 成 。 闻 时 杞 
套 的 有 各 种 灌 胶 模具 ,染色 用 具 等 。 此 外 还 有 电泳 转移 仪 、 疼 胶 
干燥 器 和 凝 科 扫描 仪 。 


3.1 & ck Hu 


BAR EERBARE OGRIS, HORE RR EE 
也 是 体现 在 电泳 槽 上 。 根 据 电泳 的 原理 ， 凝 胶 都 是 放 在 两 个 缓冲 
有 舱 之 间 ， 电 场 通 过 凝 胶 连 接 两 个 缓冲 腔 。 缓 冲 液 和 凝 胶 之 间 的 接 
触 可 以 是 直接 的 液体 接触 ， 见 图 3.1 ,也 可 以 间接 通过 滤纸 桥 、 
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凝 胶 条 或 滤纸 条 ， 见 图 3.2 。 管 状 凝 
胺 电泳 和 垂直 板 状 电文 大 多 采取 直 
接 液体 接触 方式 。 这 种 方式 可 以 有 
效 地 使 用 电场 ， 但 在 装置 设计 上 有 
一 些 困 难 ， 如 液体 油 漏 ， 电 安全 和 
操作 麻烦 等 问题 。 水 平板 状 电泳 模 
大 多 通过 间接 方式 ， 用 滤纸 桥 搭 接 
以 及 最 近 使 用 缓冲 液 制作 的 凝 胶 条 
MERRE, METER, AA 
方式 使 装置 简化 ， 操 作 也 大 大 方便 ， 


3.1.1 AMH% 


圆 盘 电泳 (disc electrophoresis) 
也 就 是 管状 凝 胶 电 泳 。 商 品 仪器 于 
1959 年 问世 。 用 这 种 形式 的 装置 分 
离 后 ,样品 带 的 形状 酷似 圆 盘 ， 故 
称 之 。 它 的 另外 一 个 意义 是 圆 盘 电 
泳 通 常 是 一 种 不 连续 电泳 ， 而 不 连 图 3.1 ”缓冲 液 和 
续 电 访 的 英文 前 四 个 字母 也 是 disca 凝 胶 直 捷 接触 [1 
但 实际 上 连续 体系 的 管状 电泳 也 可 (1) FRERE 
以 得 到 圆 盘 状 的 分 离 区 带 。 (2) 垂直 板 状 电泳 

圆 盘 电泳 仪 通 常 有 上 、 下 两 个 
电泳 槽 和 带 有 锯 金 电极 的 盖 。 电 极 到 各 凝 胶管 中 心 的 距离 应 该 相 
等 ， 以 保证 凝 胶管 之 间 的 电场 强度 一 致 。 上 电泳 槽 中 具有 若 于 
筷 。 和 孔 不 由 时 ， 用 硅 橡 皮 塞 塞 住 。 要 用 的 孔 配 以 可 插 电 泳 管 { 囊 
璃 管 ) 的 硅 橡皮 塞 。 电 泳 答 的 内 径 旱 期 为 5 一 7mm， 为 保证 冷却 
和 微量 化 ,现在 则 越 来 越 细 。 电 泳 管 的 长 度 早期 为 65 一 T0mra， 
为 提高 分 辨 率 ， 现 在 则 越 来 越 长 ,电泳 管 应 选用 低 碱 化 玻璃 管 ， 
且 要 求 内 径 均 句 一致， 以 保证 结果 的 可 比 性 。 玻 璃 管 口 不 家 用 火 
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图 3.2 KP Bet n oc FORERO DG CR ER Ahl 
(D 用 滤纸 桥 《21 MERR (3) 用 滤纸 条 


烧 平 ， 应 用 金刚 砂 磨 平 管 口 ， 以 便于 电泳 后 凝 胶 的 取出 。 玻 璃 管 
TRARRE W, MARKA., FEB FRAR, TRA 
Hi. Davis ÆRTER RKI, WA Kodak Photo F 10 溶液 
(无 离子 去 污 剂 ) 再 干燥 。 逆 料 管 不 家 使用， 因为 管 辟 会 吸附 样 
品 中 的 蛋白 。 为 了 保证 在 电泳 过 程 中 癣 胶 的 冷却 ， 在 下 电泳 社 中 
党 有 供 冷却 的 装置 。 图 3.3 为 北京 市 六 -仪器 三 的 圆 盘 电泳 仪 。 
圆 盘 电 泳 仪 结构 简单 ， 比 较 经 济 。 
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图 3.3 EREA AAR KS E E B Yk i 


胡 3.1 不同 公 司 加 盘 电 泳 仪 的 电泳 管 的 直径 、 管 数 和 管 长 


国 zi ^: 8 "s 管 f$ (mm) E K (em) 

中 Eg 六 一 上 12 5 9, 17 

x Hoefer 18 内 径 1.,5,3.0,5.0 15 

x BioRad 12 外 径 4 一 8 9 一 23 
3.1.2 垂直 电泳 


垂直 平板 电泳 模 的 基本 原理 和 结构 与 圆 盘 电 泳 槽 基本 相同 。 
差别 只 在 于 制 胶 和 电泳 不 在 电泳 管 中 ， 而 是 在 两 扎 垂 直 放 置 的 平 
行 玻璃 板 中 间 。 与 加 盘 电 泳 相 比 ， 由 于 胶 板 表面 积 大 ， 易 于 冷却 
而 提高 了 分 辩 率 。 且 由 于 冷却 均匀 ， 使 分 离 的 区 带 平 直 。 其 较 大 
的 优点 是 可 在 同一 块 凝 胶 板 上 同时 比较 多 个 样品 ， 而 保证 结果 的 
准确 和 可 个。 且 电 泳 后 易于 肥 出 凝 胶 干燥 保存 或 作 电泳 后 的 各 种 
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鉴定 ， 如 免疫 国定 ， 放 射 自 显影 等。 

筷 直 平板 电 沪 模 一般 包括 上 、 下 各 一 个 缓冲 液 术 。 上 面 的 组 
冲 液 槽 用 于 盛 缓 冲 液 和 电泳 时 支撑 凝 胶 板 。 下 面 的 缓冲 液 梢 除了 
盛 缓冲 液 外 ， 还 用 于 支撑 上 面 的 缓冲 液 寞 和 冷却 系统 。 电 极 由 分 
金 丝 制 成 ， 在 安全 盖 上 有 两 个 接头 与 电源 相连 。 根 据 可 以 同时 电 
沪 占 胶 的 数 日 可 分 为 单 板 和 双 板 电泳 模 ， 见 图 3.4 。 


Hj3.4 EAEE 


根据 对 比 胶 板 的 冷却 方式 ， 牌 直 平 板 电泳 槽 可 分 成 “并 放 
AU P BEST PER. HUE RUBORE BD ERR AE SR ESE, 
利用 冰箱 的 冷 空气 散热 。 后 者 又 和 你“ 炎 芯 式 "， eai p 
有 热 交 换 系 统 【〔 如 弯曲 的 玻璃 管 】 与 外 循环 水 浴 相 连 ， 册 十 带 走 
电文 时 在 北 胺 上 产生 的 热 。 . 般 前 者 效 桌 不 佳 ， 故 日 前 大 多 使 用 
夹 芯 从 ”垂直 电泳 槽 ， 岂 很 多 垂直 电泳 槽 也 可 用 于 作 贺 盘 电 沪 。 

垂直 平板 电泳 从 20 世纪 60 年 代 以 后 被 国内 外 生化 实验 室 广 
泛 使 用 ， 现 在 虽然 有 水 平 电泳 槽 与 此 娘 美 ， 介 谷 不 失 为 主要 电泳 
形式 之 -。 市 场 上 有 各 种 不 同 凝 胶 面积 , 不同 旧 度 和 加 样 数 的 电 
PK UI RAPE. 38 B] Hoefer 公司 的 微 地 亚 直 电泳 槽 凝 胶 厚 度 可 
注 至 0.75 mm。 电 泳 槽 结构 紧凑 ， 冷 却 效率 访 ， 电 泳 速度 比 常用 
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的 垂直 电泳 槽 快 4 到 5 倍 左右 。 
3.1.3 水平 电泳 


水 平 电泳 槽 的 形状 各 异 ， 但 结构 大 致 相同 。 一 般 包 括 电 泳 模 
基 座 、 冷 却 板 和 电极 ， 有 的 还 包括 安全 盖 。 目 前 电泳 槽 基 座 常常 
包括 分 置 于 两 侧 的 缓冲 液 梢 ， 用 于 进行 常规 聚 两 烯 柄 腕 、 琼 脂 
糖 、SDS、 人 免疫 和 双 问 电泳 时 滤纸 桥 的 搭 接 。 但 随 着 半 干 技术 的 
发 展 ， 今 后 的 电泳 槽 就 不 必需 要 缓冲 液 槽 而 会 变 得 更 简便 9。 

水 平 电 泳 槽 的 关键 在 于 冷却 板 。 冷 却 效 果 好 ， 凝 胶 在 冷却 板 
上 得 到 充分 的 冷却 ， 才 可 在 凝 胶 上 加 高 压 ， 便 能 缩短 电泳 时 间 和 
提高 分 辩 率 。 现 在 冷却 板 有 两 种 : 一 种 是 做 成 中 空 ， 与 外 部 循环 
水 浴 相 连 ; 另 一 种 是 半导体 冷却 系统 。 

水 平 电泳 档 的 铂金 丝 电极 由 过 去 的 固定 型 改变 成 现在 的 可 移 
动 型 ， 给 操作 者 带 来 很 多 的 方便 ， 这 样 便 不 受 灌 制 凝 胶 尺 寸 的 限 
制 ， 可 大 可 小 ， 可 长 可 短 了 。 

市 售 水 平 电 泳 仪 的 种 类 很 多 。 其 中 以 1973 年 问世 的 瑞典 
LKB 公司 的 多 用 电泳 仪 (Multiphor) (图 3,5 )， 由 于 其 功能 多 ， 
质量 可 靠 ， 技 术 先 进 ， 操 作 方 便 等 原因 至 今 仍 然 为 实验 室 所 青 
睐 ， 见 图 3.5 。 美 国 BioRad 公司 在 过 去 水 平 电泳 系统 (Bio-phore- 
sis) B)3ERI E 3EHTES OO SE d XE Rib pK (Mini IFF cell), f 
只 能 做 等 电 聚 焦 ， 但 比较 经 济 。1986 年 Pharmacia 公司 推出 的 全 
自动 、 多 功能 、 快 速水 平 电泳 系统 (Phast System) (图 3.6 ) 可 谓 
是 新 一 代 仪 器 ， 代 表 了 当前 上 凝 胶 电泳 仪器 的 水 平 。 这 个 系统 分 为 
两 个 部 分 : 电泳 和 控制 单元 〈 这 个 单元 包括 了 电泳 槽 ， 电 源 和 半 
导体 冷却 装置 ) 以 及 染色 单元 ， 见 图 3.6 。 整 个 仪器 结构 紧凑 、 
小 巧 ， 仅 重 10.5kg。 并 且 电 泳 过 程 ,包括 固定 .染色 和 脱色 全 部 由 
微机 自动 化 控制 ,改变 了 过 去 电泳 实验 长 期 使 用 手工 操作 的 状态 ， 
操作 极为 简便 和 快速 ,并 保证 了 实验 的 可 重复 性 。 
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(3.5. WHE LKB Zvid 89 E Hi DK XX CMultiphor) 


图 3.6 WA Pharmacia 2: A 3 4 El 59 Z TRE DLE 
KERRY (Phas System) 


3.1.4 水 平平 板 电 汶 的 优点 


& pru iK UR EHE TT, BAIDIRA E Ptr ikk OT E OK tE 
Axe Y X, PUn I T BS S EB) DL Uim fX e AERE TJ US 
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向 [51。 其 主要 优点 有 : 

(10 分 状 率 高 ”这 是 电 注 最 主要 的 指标 。 水 平 电 泳 方式 由 于 
容易 使 凝 胶 冷 却 〔 因 为 凝 胶 是 直接 铺 在 冷却 板 上 ， 而 不 像 垂 直 电 
灸 那样 夹 在 玻璃 板 之 间 )， 人 和 便 可 以 加 高 电压 ， 所 以 可 使 分 辨 率 提 
高 。 特 别 是 在 等 电 聚 焦 电 泳 时 ， 通常 需 几 千 伏 电压 ， 喜 应 采用 水 
平方 式 。 胃 一 个 原因 是 凝 胶 尺 寸 不 受 限 制 ， 分 离 距 离 大 ,分辨 率 
就 高 

(2) 速度 快 ”与 上 述 同 样 的 原因 ， 水 于 电 泳 的 速度 比 圆 盘 电 
AEAEE. WE HR A A M e g e E k A SDS 电泳 ， 
在 使 用 半 干 技术 时 ， 全 自动 水 平 电泳 方式 上 只 要 30 一 40 分 钟 (7， 
半自动 水 平 电泳 出 只 要 | 上 小 时 左右 :8]， 而 圆 盘 电 泳 和 垂直 平板 电 
泳 一 般 需 要 4 一 8 小 时 :31。 

(3) 准确 度 高 ”由 于 垂直 电泳 和 水 平 电泳 克服 了 圆 盘 电 泳 管 
f$ E1535 ERRER I: HE BLA - -外 所 导致 区 带 迁 移 距 离 比 较 时 的 
误差 ， 从 而 保证 了 迁移 率 、 分 子 量 或 等 电 点 测定 的 准确 人 性。 

(4) KAZA ”通常 水 平 电 泳 可 使 用 薄 胶 ， 这 不 但 可 以 节省 
许 胶 和 有 关 介 质 ， 如 晶 贵 的 载体 两 性 电解 质 ， 而 且 只 和 需 加 少量 样 
mo KERDI RE, 

(5) 凝 胶 厚 度 、 尺 寸 和 分 离 距离 任 选 ”由于 乖 直 电泳 的 睹 、 
下 电泳 槽 和 电极 位 置 是 团 定 的 。 所 以 无 法 选择 凝 胶 厚 度 、 尺 十 和 
分 离 距 离 。 这 样 就 给 制 胶带 来 了 限制 。 

(6) WFK., mHE, nH, Apa EH 
电泳 通常 在 加 样 梳 制 成 的 凝 膀 和 孔 中 加 样 。 因 而 受到 了 数目 和 位 署 
的 限制 。 水 平 电 泳 是 在 凝 胶 表 面 上 加 样 ， 数 目 和 位 置 便 可 根据 需 
要 而 定 ， 这 对 等 电 票 焦 电 泳 特别 有 利 。 因 为 等 电 聚 焦 电 泳 时 ， 样 
品 最 好 加 在 靠近 等 电 点 的 位 置 。 

(7) 染色 快 、 效 果 好 ”平板 胺 入 薄 层 胶 染色 快 ， 并 且 提 高 灵 
SHE. 

(8) ETEA HAEREMAI 3 2c — je 55 RO Tg PRIME. 
XE ED BLUK BO BE BEBE TO RUM RTEASAR, nIDUBEEOR T EOS 
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于 燥 保 存 。 否 则 凝 胶 在 几 个 月 后 便 会 鱼 裂 。 水 平 电泳 通常 用 薄 
胶 ， 只 要 用 甘油 浸泡 后 自然 干燥 [1。 妈 使 长 期 保存 也 不 会 龟 弄 。 

(9) 便于 制 成 多 功能 方式 ”水平 电泳 系统 可 以 生 各 种 凝 胶 电 
泳 ， 如 常规 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 访 、SDS 电泳 、 电 泳 转移 、 等 电 聚 
Rar, AE, ARRAMA EHRE. (HERI AC DER 
垂直 电泳 ， 后 四 种 电流 方法 便 受 到 限制 。 而 且 使 用 水 平平 板 电泳 
既 可 以 做 阳 极 电 泳 ， 也 可 以 向 阴极 电泳 -?:。 

(10) 便于 使 用 半 干 技术 ”电泳 技术 在 8 年 代 末 ，90 年 代 
初 的 一 个 比较 重要 的 改进 是 使 用 半 于 技术 。 它 一 改过 去 在 电泳 时 
使 用 大 量 缓 冲 液 ( 几 百 至 几 生 毫升) 而 变 为 使 用 少量 缓冲 液 (UL 
毫升 至 几 十 毫升 )， 使 电场 通过 凝 胶 。 这 样 不 但 节省 实验 材料 ， 
使 操作 大 大 简化 ， 而 且 还 大 大 提高 了 电泳 速 庆 16.8.0] 。 电 泳 转 移 
也 可 以 使 用 半 干 技术 。 但 目前 只 有 水 平 电泳 系统 才 可 以 使 用 半 干 
技术 。 

(11) RÆ EER PRAE RE, AARE 
蛋白 带 的 平 育 。 

(12) 等 电 聚 焦 时 可 以 在 恬 胶 表面 上 直接 测定 pH% 


3.2 电 E 


REMER EHK TEBAH, DUI, ek 
的 分 辩 率 和 电泳 速度 与 电泳 时 的 电 参 数 密切 相关 。 电 泳 用 的 电源 
式样 很 多 ,发 展 很 快 。 从 表 头 显示 到 数字 显示 ; 从 参数 的 手 调 设 
置 到 微机 的 程序 控制 ; AEE, VESERA; 使 性 能 越 来 越 
稳定 ， 操 作 越 来 越 简便 。 

不 同 的 电文 技术 需要 不 同 的 电压 ， 电 流 和 功率 范围 ， 所 以 选 
择 电源 主要 根据 电泳 技术 的 需要 。 如 等 电 聚 焦 需 要 较 高 的 电压 。 
REAREA E RE l 000 —2 000V 电压 ， 而 固 相 pH 
梯度 等 电 聚 焦 则 需要 3 000 一 8 000V HE. RA NHE R Lk 
和 SDS 电 泳 只 需要 200~600V 电压 ， 视 电泳 方式 和 凝 胶 大 小 而 
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异 。 电 泳 转移 则 需要 低 电压 ， 大 电流 ( 几 百 毫 安 至 几 十 安 )。 

所 别 三 恒 电 源 是 指 在 电泳 过 程 中 根据 电泳 方法 的 需要 使 电 
压 、 电 流 和 功率 中 的 某 一 项 参数 达到 设置 上 限 后 保持 恒定 状态 而 
生动 改变 男 外 两 项 ， 不 需 人 工 调 节 ， 从 而 方便 了 操作 。 


-3.3 外 循环 恒温 系 绽 


所 高 电泳 分 辨 率 的 措施 之 ~ 是 加 大 凝 胶 上 的 电场 强度 ,但 过 
高 的 电压 在 电泳 过 程 中 会 在 凝 胶 上 产生 过 量 的 热 ， 而 导致 烧 胶 ， 
所 以 电文 时 凝 胶 的 温度 是 提高 分 辨 率 的 限制 因子 。 另 外 电泳 时 凝 
胶 中 温度 的 不 均匀 分 布 会 使 电泳 带 不 平 直 。 所 以 温度 对 电泳 也 是 
一 个 重要 的 因素 。 

冷却 疾 胶 温度 目前 有 两 种 方式 ; 一 种 是 在 凝 胶 板 下 装 有 半 导 
体 冷 却 装置 另 一 种 是 在 电泳 槽 中 用 冷却 管 或 冷却 板 与 外 恒 湿 特 
环 系统 相连 。 对 循环 系统 的 要 求 是 温 育 稳定， 流量 大 。 国 内 外 现 
在 均 有 这 类 恒温 水 浴 可 供 选用 。 瑞 典 Pharmacia Biotech 公司 在 
1996 年 推出 一 种 环保 型 的 恒温 水 浴 。 


3.4 ERTER 


凝 胶 干 燥 器 用 于 电泳 和 染色 后 的 凝 胶 的 于 燥 ， 以 便 保存 结果 
备查 。 对 厚度 在 lmm 以 上 的 凝 胶 ， 需 使 用 凝 胶 于 炬 器 ， 以 免 凝 
胶 日 后 龟 裂 。 但 现在 一 般 使 用 的 薄 层 和 超 菏 层 凝 胶 ， 并 不 需要 凝 
胶 干 燥 器 ， 只 需 用 甘油 脱水 后 自然 干燥 保存 。 

目前 市 场 上 的 凝 胶 干燥 器 主要 有 两 种 形式 : 一 是 采用 热 空气 
TR; 另 一 是 采用 真空 干燥 。 凝 胶 可 被 干 成 透明 状 ， 也 可 以 干 压 
在 滤纸 上 。 
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3.5  &dM4 4 RR XR 


XE DHE EH Eas scm ER E SEBPEBAR, gAn [n] ik Zr iE 
mé XRORISIHUEEEER.. E E yk 9178 BUOV d ERE — RCRB Ji: FH] UAR 
VE IELSBUBOKTÉ:E. PQEESRDURILIEDPBINSIREAaJT., HMR rE 
EK. APEA, MAEL- TEARS 290358 SEE 
ft. SEDE ACIER EL HERR vH PEE GE. WR, K 
Bü fd XtpEG* DUNB, DLE E YEBEBEIRAEDIL DUDEN, Hi 
样 。 梳 子 的 次 上 度 与 宽度 应 与 玻璃 板 大 小 相应 ， 梳 子 厚度 则 应 与 凝 
胶 板 的 厚度 一 致 ， 见 圆 3.4 。 

ATK E v HI 0$ LR PAL Bc ERE SC SDS XE KIRE h, 
国 浓 缩 胶 和 分 离 胶 的 需要 ， 世 必须 垂直 灌 制 ， 结 构 与 重 直 电泳 所 
用 的 模具 类 做 ， 只 是 不 加 梳子 。 如 需 浇注 梯度 胶 ， 还 需 使 用 梯度 
混合 器 。 

载体 两 性 电解 质 等 电 聚 焦 电 访 所 用 的 上 凝 胶 灌 胶 模 具 比 较 简 
单 。 一 般 也 是 用 两 块 玻璃 板 和 陋 条 制 成 ， 但 只 要 水 平 放 填 ， 将 凝 
RREA ES, RAWA E, iy E H pH 梯度 等 电 聚 焦 
电泳 所 用 的 凝 胶 ， 还 必须 垂直 灌注 ， 并 用 梯度 混合 器 。 

用 于 免疫 电泳 的 藤 脂 糖 凝 胶 灌 胶 最 为 简便 。 可 以 用 两 块 玻璃 
板 和 隔 条 人 制 成 的 模具 ,水平 放 冒 洪 人 。 或 在 水 平 位 置 放 一 块 玻璃 
板 ， 将 一 定量 的 琼脂 糖 倒 在 玻璃 板 上 和 便 可 。 用 以 上 模具 的 灌 胶 方 
法 见 以 下 各 章 。 


3.6 电泳 转移 


电泳 转移 又 称 电泳 印迹 转移 ， 它 是 利用 低 电 压 ， 大 电流 的 直 
流 电场 使 饰 胶 电 泳 的 分 离 区 带 或 电泳 误 点 转移 到 特定 的 膜 上 ， 加 
硝酸 纤维 素 腊 、 重 氮 化 纸 和 阳 府 fF 尼 龙 膜 等 。 这 就 等 于 将 一 次 电 
泳 的 结果 拷贝 成 几 份 ， 再 各 自 进行 蛋白 质 、 同 工 酶 、 放 射 自 显影 
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或 免疫 检测 等 ， 大 大 钊 商 了 效率 ， 是 当前 分 子 本 移 学 研究 的 热门 
仪器 ， 
日 前 国内 外 电 访 市 场 上 的 电 访 转 物 仪 种 类 繁多 。 从 用 途 王 区 
，! 红 分 为 用 于 核酸 转移 和 蛋白质 转移 两 大 类 ， 前 者 ， 现 体 主 要 
E RRRIR MNT 
式 ， 生 直方 式 吓 把 电泳 后 的 北 胶 ,硝酸 纤维 素 膜 (或 其 他 腊 ) gu 
滤纸 组 成 “三 明治 ”来 在 海绵 中 ， 溪 泡 在 怠 有 儿 百 毫升 至 几 于 毫 


9,41! Mi as € 
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43.7 — 3k fo i PER iX 


升 缓冲 液 的 转移 槽 中 ， 见 图 3.7 .水 平方 式 大 多 是 平 十 式 转移 槽 ， 
REHILEÆA RIL EH 852 PIRE SERE EE A AE Hi n — 
BHO" KEERA., HIBRÉURX SiBdgrhUif:.CREE3.S EER 
ERIRE, EER, REREH TEKRAR, 

电泳 转移 仪 的 结构 也 有 两 种 方式 : ARETE AAE UR UR 
一 体 ;， 另 一 种 是 转移 各 只 作为 电泳 档 的 附 伯 电源 则 使 用 电泳 由 
的 电源 。 后 者 作为 附件 又 不 带电 源 ， 价 格 就 | 本 说 低廉 了 ， 如 卫 盟 
LKB 公司 的 Nova Blot 转移 附件 使 是 这 种 可 肥 的 纲 山 
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3.8 GP Tn KE 


3.7 ”电泳 洗 脱 仪 


从 凝 胶 区 上 洗 脱 蛋 自 样 咏 尽 非 常 麻烦 和 费时 的 ， 且 回收 率 很 
低 、 利 用 带 负电 的 生物 大 分 子 问 阳极 移 示 ,可 在 阳极 用 透析 腊 收 
集 样品 。 利 用 这 种 装置 可 同时 处 理 多 个 样品 Æl Hofer: ri 
的 GE200 Six Pac!V ft BioRad 公司 的 422 型 Electro-Eluter 洗 脱 叶 
间 从 见于 分 钟 到 玫 个 小 时 视 样 各 旺 和 而 异 ， 样 品 体积 可 由 -=-- 百 到 儿 
rro . 


3.8 制备 电泳 仪 


理想 的 制备 电泳 仪 应 上 共有 分 辩 率 山 、 分 离 量 范 轧 大 、 回 收 率 
高 、 速 度 快 、 操 作 简 便 以 及 不 改变 样品 的 物 由 化 学 性 质 和 生物 学 
特性 等 特点 。 

利 前 国外 市 场 上 制备 电泳 的 形式 极 据 分 离 原 型 可 以 分 成 
种 : — PER A E t ER UK, AU BioRad 的 491 型 Prep 
Cell EA T 3xX-—- fh. CEATHRAR RE IG DK, SDS Hi 
bk eX 588 88 da DO tf^ BE. EENS CE RUIT 296 28 9 9 
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等 电 点 相差 0.1 pH Hir au RE] E RARR DE ER, NR 
AR, M MER Fo 

第 Fill 68 E DK E R ERA DS PE B fet o S v, 3E FOE ETT A ES 
"tí. EWJ -IAA RA, GPHGEEDTEPME. mn 
仪器 是 在 70 ^p XU] BB, ER [KB 公司 的 柱状 等 中 聚焦 制备 电泳 
仪 。 使 用 芒 糖 密度 梯度 作为 支持 介质 ， 用 载体 两 性 电解 质 形 成 
pH 梯度 。 但 操作 元 长 ， 烦 玉 ， 现 已 被 淘汰 。 代 蔡 它 的 是 多 用 电 
瀛 仪 的 制备 附件 。 辣 用 水 平平 相等 电 坚 焦 制 备 ， 不 但 操作 大 大 简 
化 ， 自 分 离 量 可 为 1~2g， 回 收 率 可 达 80% 以 上 上。 如 图 3.9 
所 示 的 BioRad 的 Rotofor 制备 电泳 系统 ， 分 离 量 可 从 pg 级 到 
4g， 分 离 体 积 为 8 一 58ml， 分 离 时 间 约 4 小 时 ， 据 称 可 纯化 500 
Fo 

第 三 种 是 利用 固 相 pH BEI 2e REAT. E 
辨认 最 高 ， 电 是 最 新 的 分 离 方法 。1993 年 美国 Hoefer 公司 推出 
的 [so Prime 是 利用 pf 选择 膜 来 分 离 。 分 离 量 可 以 100pg 到 tg. 
5r BER UEIEO.01 pH。 以 上 九 种 制备 电泳 的 分 离 原 理 和 方法 将 在 


813.9 X18 BioRad 公司 的 制备 电文 仪 (使 用 
载体 两 性 电解 质 PH 梯度 等 电 聚 焦 ) 
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第 十 =: 章 中 介绍 。 
3.9 凝 胶 扫描 和 摄 录 装置 


凝 胶 扫 持 仪 主要 用 来 对 样品 单 向 电泳 分 离 后 的 区 带 和 双向 晶 
湾 后 的 并 点 进行 扫描 ， 从 而 给 出 定量 的 结果 。 凝 胶 扫 描 仪 的 没 计 
原理 和 结构 与 分 光 光 度 计 基本 一 致 。 有 的 分 光 光 庶 计 还 带 有 凝 胶 
扫 措 附件 . 

凝 胶 扫描 仪 的 基本 结构 与 常规 分 光 光 度 计 -- 样 也 分 为 光源 ， 
音色 器 (或 滤 光 片 )， 样 品 室 ， 光 电 倍 增 管 以 及 控制 和 结果 显示 
部 分 ， 所 不 同 的 只 是 凝 胶 扫 描 仪 的 样品 室 的 设计 是 专门 用 来 放置 
KB BORERE AR (REIR) 的 ,放置 药 胶 的 样品 台 常 当 由 马达 
控制 ， 并 以 不 间 速 度 移动 ， 使 欲 扫 描 的 区 带 或 斑点 移 人 光路 。 

凝 胶 扫 描 仪 视 所 用 光源 的 不 同 具 有 不 同 的 功能 。 采 用 紫外 光 
E GRIT) 的 扫描 仪 可 以 用 紫外 波长 打 描 不 经 染色 的 凝 胶 ， 员 
有 可 兄 光 源 《如 碳 钨 灯 ) 的 扫描 仪 ， 则 凝 胺 必须 染色 后 才能 扫 
描 。 如 打下 激光 光源 ， 通 常 由 只 能 扫描 染色 后 的 凝 胶 。 但 由 于 激 
光 光 源 的 强度 大 ， 单 色 性 好 ， 可 大 大 提高 凝 胶 扫 描 的 灵敏 度 和 分 
辩 率 。 

凝 胺 扫描 仪 视 光路 结构 不 同 ， 它 的 功能 也 不 同 。 如 用 滤 光 上 
作 单 色 器 ， 只 能 在 滤 光 片 的 透 过 波长 范围 内 使 用 。 如 用 此 李 单 色 
器 ， 则 波长 可 以 任 选 。 也 就 可 以 扫描 各 种 颜色 的 凝 胶 。 

凝 胶 扫 描 仪 视 光 路 结构 的 不 同 ， 可 以 有 不 同 的 测定 方式 。 如 
果 是 常见 的 紫外 -可 见 分 光 光 度 计 的 直线 结构 LB1， 则 只 能 作 透 身 
方式 的 测定 。 如 果 在 此 基础 上 改变 光束 方向 ， 则 可 作 反 射 测 量 - 
这 样 便 林 扫描 不 透明 的 电泳 转移 膜 ， 层 析 板 等 。 如 果 是 直角 结 
构 :5 ， 则 可 作 菊 光 铀 量 。 适 合 于 用 荧光 染料 染色 的 凝 胶 。 荧 光 
测量 的 灵敏 庶 最 高 。 

随 着 计算 机 技术 的 发 展 ， 到 了 RO 年 代 ， 从 凝 胶 扫 描 仪 得 记 
的 图 谱 可 在 计算 机 上 上进- - 步 进 行 数据 加 工 处 理 ， 大 大 提高 了 数据 
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的 准确 度 和 灵敏 度 ， 特 别 在 背景 扣除 ， 积 分 方法 等 数据 处 理 上 可 
以 根据 凝 胶 的 脱色 情况 来 选 定 。 从 页 使 测量 结果 更 如 可 靠 。 近 十 
多 年 来 软件 功能 方面 的 发 展 实际 圭 引 凝 胶 打 描 仪 本 身 的 发 展 更 还 
XE. 

近 几 年 对 凝 胶 的 定量 分 析 有 一 种 新 型 的 装置 ， 它 是 用 带 有 电 
向 耦 合 装 置 的 摄像 系统 【CCD Camara System). 将 北 胶 图 谱 摄 制 
下 来 ， 然 后 将 信息 数字 化 ， 并 转移 到 计算 机 中 再 进行 分 析 。 这 种 
新 的 凝 胶 定 量 测 定 仪器 不 但 快速 ， 有 灵敏 而 且 价 格 低 廉 。 不 但 可 作 
蛋白 定量 , 而且 可 作 核 酸 的 定 序 和 定量 。 不 但 可 作 透 射 ， 反 射 ， 
而 且 可 作 荧 光 和 放射 自 显影 测量 。 是 当前 各 种 新 技术 的 交融 在 电 
泳 定量 应 用 上 的 结晶 。 但 是 一 般 来 说 它 的 分 辨 率 低 于 激光 扫 质 
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第 四 章 ”常规 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 
4l A 理 


4.1.1. 和 蛋白质 的 电泳 行为 


蛋白 质 是 由 不 同 数 量 和 比例 的 20 种 L-a 和 氨基 酸 组 成 的 生物 
大 分 子 。 从 电泳 观点 看 ,蛋白 质 分 子 的 最 主要 的 特性 是 它 的 带电 
行为 。 每 一 种 蛋白 质 分 子 在 一 定 的 pH PRI UP VT IM s ER OU EE 
基石 或 结合 质子 或 解 离 而 带 下 电 或 负电 。 例 如 在 低 pH 时 ,天 冬 
氨 酸 和 和 谷 氮 酸 残 基 的 羧基 结合 一 个 质子 而 不 带电 。 

R—COO' + H 一 > R—COOH 
但 在 高 pH HT , 3 HOS R8 B3 Tf 2E gal Da E o 
R—COOH + OH —-RCCO^ + HO 

LUE LCD E RI A E, H A SE Eo E NECEM LE Tp 

基 , 在 低 pH 时 也 结合 一 个 质子 ,此 时 他 们 带 正 电 。 
R—NH, + H7 一 > R—CHj 
但 在 高 PH 时, 这些 基 团 将 被 解 离 而 不 带电 荷 。 
R--NHi + OH 一 ~ R—NH, + HO 

和 蛋白质 的 净 电 荷 是 组 成 它 的 氨基 酸 残 基 的 侧 链 基 团 上 所 有 
IE , 钢 串 荷 的 总 和 。 它 的 疹 电 和 荷 决 是 于 它 的 环境 的 pH, 这 可 以 由 
党 白质 的 滴定 曲线 ( 净 电 荷 - pH 曲线 , 见 图 4.1 ) 来 说 明 。 

在 低 pH， 和 蛋白 质 的 净 电 荷 是 正 的 .而 在 高 pH, AAH f 
是 负 的 。 日 离 等 电 点 越 远 ， 荷 电 越 多 。 但 在 某 一 pPH， 滴 定 曲 线 
和 横 坐 标 相 交 ， 沸 白质 在 此 pH 溶液 中 的 净 电 荷 是 零 ， 此 PH BE 
A EE ESSE Kx pl。 蛋 日 质 的 等 电 点 仪 决定 于 它 的 氮 基 酸 组 
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图 4.1 KARAER 


成 ,是 一 个 物理 化 学 常数 。 每 一 个 蛋白 质 或 多 肽 是 由 不 同 数目 各 
比例 的 氮 基 屋 组 成 的 ， 因 此 蛋白 质 的 等 电 点 范围 很 尝 。 有 “种 
a -酸性 糖 蛋 白 (chimpanzee), B9 pI 低 达 1.8 ,. i8 A B8 SE TES PN 
酶 的 pI 高 达 11.7 。 这 样 -- 个 宽广 的 等 电 点 范围 使 得 可 以 利用 它 
来 进行 蛋 当 质 的 分 离 和 分 析 。 而 且 蛋 白质 分 子 的 大 小 ， 形 状 ， 活 
性， 免疫 性 能 等 也 各 不 相同 。 根 据 蛋 白质 分 子 的 这 些 物理 化 学 特 
性 ， 便 可 以 使 用 各 种 不 同 原 理 的 电泳 方法 和 介质 来 探求 重 白 质 分 
子 的 各 种 特性 ， 如 分 子 量 ， 等 电 点 ,电荷 分 布 ， 免 疫 行为 ， 生 化 
特性 等 。 


4.1.2 JE 理 


近 50 年 来 ， 国 体 支 持 介 肝 可 分 为 两 类 : KR, MRE 
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维 素 薄膜 等 。 它 从 起 化 学 陶 忻 的 。 能 将 对 流 减 到 最 小 ， 用 这 些 介 
质 分 离 扩 要 是 基于 蛋白质 的 电荷 密度 ， 号 一 类 是 淀粉 、 琼 腥 糖 和 
聚 丙 烯 柑 胺 凝 胺 。 它 们 不 仅 能 防止 对 流 ， 把 扩散 减 到 最 小 ， 并 工 | 
它们 是 多 孔 介 质 、 孔 径 大 小 和 生物 大 分 广 具 有 相似 的 数量 级 ， 能 
主动 参与 生物 分 子 的 分 离 ， 呈 有 分 子 身 效应。 但 淀粉 凝 胶 由 于 其 
批号 之 向 的 质量 相差 大 ， 很 难得 到 重复 的 电泳 结果 ， 目 胶 层 厚 、 
FAR, BARK., HERR, Cib, IAE H ERTL 
RAK, XM Do EARRA RAIE CE e 

自从 1959 年 Raymond 和 Weintraubl 首 次 使 用 聚 丙烯 酰胺 
作为 电 谈 的 支持 介质 ， 特 别 是 60 年 代 初 Hjertén: 2 Ornstein?: T1 
Davis- HR s ft AL EIAS e E KRAE, RAAM 
IC EERE CL Ty HB B^E COSE RAAR N H FERS F 
RUY, DEESICGIKA BDE, RETARA BEAT REI 
ERA, "UH SIDE NK GHyTRH, AWEH, TAE. 
等 电 上 成 以 至 十 构 象 . NE UJ Hs BE EE SEHE HL UK Cpolyacrylmide. gel 
electrophoresis, PAGE), BIA 31 3 P Hi Bic RE SEE B UK. (conven- 
tion] PAGE), X SX PRA dS ^E TK A TRNA Bk Ei SE Be rb, 1 
(native PAGE )。 它 是 在 恒定 的 ， 非 解 高 的 缓冲 系统 中 米 分 离 沼 
白质 ， 属 于 非 解 离 电 泳 。 在 电泳 过 程 中 仍然 保持 蛋白 质 的 天 然 构 
象 、 亚 基 之 间 的 相互 作用 及 其 生物 活性 5:， 因 而 根据 其 电泳 迁 
移 率 ， 串 得 到 天 然 蛋 白质 的 分 子 量 's'"1。 聚 丙烯 酰胺 凝 蒋 电泳 具 
有 以 下 二 个 优点 : 

1) 可 以 在 天 然 状 态 分 离 生 物 大 分 于 ; 

2) 串 分 析 蛋 白质 和 别 的 生物 分 子 的 混合 物 ; 

3) 了 岂 访 分离 后 仍 然 保 持 生 物 活性 . 

使 用 聚 丙 烯 酸 胺 上 凝 胶 作 为 支持 介质 进行 蛋白 质 的 分 离 ， 在 电 
泳 过 程 中 不 仅 取 诀 于 蛋白 质 的 电荷 密度 ， 还 取决 于 蛋白 质 前 尺寸 
和 形状， 在 连续 缓冲 系统 中 ， 主 要 取决 于 电荷 密度 ; 在 不 连续 组 
冲 系 统 中 ， 由 于 介质 的 分 子 得 效应， 后 二 者 有 较 人 影响 ， 见 图 
4.2. 
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KARER PI - 定 的 机械 强度 和 透明 度 ， 所 以 对 电 
瀛 后 结果 的 保存 和 扫描 处 理 都 极为 有 利 。 

常规 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 如 第 三 章 所 述 ， 可 以 用 圆 具 电泳 、 
EHRE Bot. H TAKEM AR A IER BEBE DE 
具有 较 多 的 优点 ， 特 别 是 使 用 半 于 技术 以 后 能 显示 其 优越 性 ， 故 
在 本 书 中 拟 重 点 介绍 。 


4.1.3 缓冲 系统 的 选择 
4.1.3.1 pH 的 选择 


对 常规 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 缓冲 系统 选择 的 首要 考 则 是 保证 
蛋 魏 质 在 此 系统 中 的 溶解 性 能 、 稳 定性 龟 以 及 生物 活 手 的 保持 ， 
同时 要 考虑 的 是 电泳 时 间 和 分 辨 洛 。 因 为 昌 苘 密度 是 常规 聚 梧 烯 
酰 联 上 凝 胶 电 访 分 离 蛋 白质 分 子 的 主要 根据 之 -. BELA pH 显得 极 
为 重要 。 从 理论 上 说 ， 育 内 烯 酰 睹 凝 胶 电 泳 可 在 各 种 pH 值 过 
行 。 但 袜 际 上 在 过 酸 或 过 碱 的 茶 件 干将 发 生 某 种 水 解 反应 (如 脱 
醚 胺 作用 )， 所 以 pH 让 限制 在 3 一 10 之 间 。 为 保持 天 然 伺 白质 
的 生物 活性 ， 可 使 用 的 pH 范围 可 能 更 罕 - 
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如 尿 缓 冲 液 的 pH 选择 在 远离 样 间 中 各 种 蛋 委 后 的 等 电 点 ， 
则 这 些 堂 马 质 分 于 荷 电 和 多， 电泳 时 间 就 守 。 昌 由 于 扩散 减少 ， 电 
泳 带 细 窜 。 如 果 绿 冲 液 的 pH 选 在 靠近 被 分 离 样品 的 :种 或 见 种 
贷 白 质 闪 等 电 点 ， 则 和 蛋白质 分 子 之 间 的 电荷 密 并 差别 大 ， 了 就 有 
较 多 的 礼 会 分 离 ， 分 状 率 就 高 。pH 的 选择 常常 是 这 上 由 种 对 立 因 
SEC E HE. IN AUGE VOR EAE BLURBS SE HER KE pH4.0 一 
6.5[8]， 所 以 常常 使 用 pH 8.0 —9.5 的 缓冲 液 B.49]。 为 提高 酸 
性 蛋白 质 的 电泳 分 辩 率 ， 可 采用 瞪 性 或 碱 任 缓冲 体系 -0]。 对 上 
碱 性 蛋白 质 ， 可 采用 酸 任 缓冲 体系 的 阴极 电泳 则 :。 理 想 的 缓冲 
系统 pH 可 以 道 过 仍 白 质 的 滴定 曲线 ( 详 见 第 九 章 ) 来 选择 。 现 
在 通常 使 用 的 缓冲 系统 有 Tris -甘氨酸 (pH 8.3 —9.5), Tris 
硼酸 (pH8.3—9.3) 和 Tris -醋酸 (pH 7.2—8. 5)! 

AETHER USA BE REDE DK 4T SEE OE MR JR ER, Williams 和 
Reisfeld'12- 提 出 了 选择 阳极 电泳 缓冲 系统 的 考虑 原则 ; 

(1) 分 离 胶 缓 冲 系 统 的 选择 ”电泳 时 分 离 胶 缓冲 系统 的 实际 
pH 要 比 配 制 时 高 约 0.5 ， 所 以 应 若 才 样品 在 电泳 时 ， 在 此 pH 的 
溶解 度 和 稳定 性 。 且 所 有 样品 组 分 在 此 pH 应 带 同 性 电荷 。 

(2) 先导 离子 (leading ion). 的 选择 ”此 离子 应 其 有 很 高 的 
迁移 庚 ， 与 样品 分 站 有 同性 电荷 ， 对 样品 组 分 没有 破坏 作用 。 氮 
离子 常用 作 先 导 离 子 。 

(3) 是 随 离 子 的 选择 (trailing ion) - 般 应 选择 pKa 值 比 
分 离 胶 缓 冲 系 统 尚 1 个 pH 值 的 弱酸 或 氨基 酸 作为 尾随 离子 。 这 
样 可 以 裁 保 在 电泳 时 有 50% 的 弱酸 分 于 荷 电 ， 因 而 它们 的 了 和 于 
率 商 于 任何 样品 纽 分。 分 离 胶 和 浓缩 胶 训 有 相同 的 尾随 离子 - 

(4) 浓缩 胶 缓 冲 系 统 的 选择 ”浓缩 胶 的 pH Py LG FE BR BS TFR 
pKa (HK 2 一 3 个 pH。 在 这 样 的 pH 中， 只 有 0.1 % —- 196 865 89 B8 
分 子 人 荷 电 ， 且 只 有 很 低 的 导电 性 ， 以 使 其 迁移 率 低 二 任何 样品 组 
Zh. 

(5) Ar Mf (counter ion) 的 选择 ”所 选 用 pKa fÉ IE 7r Bi 
I:fK-— pH 的 弱 碱 ， 以 使 分 离 胶 缓冲 系统 有 较 高 的 缓冲 能 旋 . 
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但 它 在 浓缩 胶 中 只 有 很 小 的 缓冲 能 力 ， 所 以 要 注意 不 要 有 任何 读 
AAE p REIP pHo 
(6) 电极 缓冲 液 的 选择 ”可 使 用 与 反扑 离子 bpKa 值 相同 pH 
值 的 缓冲 系统 作为 电极 缓冲 液 ， 这样 可 以 避免 由 于 电解 产物 引起 
的 pH 变化 . 
酸性 pH 时 ,阴极 电 注 缓 冲 系 统 的 考虑 原则 ?2i. 
O 实际 电泳 时 分 高 胶 缓 神 系 统 的 pH 值 比 配 制 时 低 0.5 个 pH, 
使 样品 组 分 均 为 正 离子 形式 。 
2) K? 为 常用 的 先导 离子 。 
3) 尾随 离子 的 pKa 值 应 比分 离 胶 缓冲 系统 不 低 于 - -个 pH, fH 
比 浓 缩 胶 组 冲 系 统 高 2~ 3 个 pH。 
4) Big EST EXE pKa 比分 离 胶 缓冲 系统 高 一 个 pH 
Jovin l I EveratesL4] 分 别 在 1973 年 1076 年 将 各 种 缓冲 系 
统 编 人 计算 机 程序 ， 称 “Jovin 输出 ”。 它 详尽 地 描述 了 在 各 种 
PH 状态 下 泳 动 界面 的 物化 性 质 ， 罗 列 4000 多 种 能 建立 泳 动 界面 
缓冲 系统 的 主要 性 质 。 可 应 用 于 pH 2.5 —11.0 的 范围 。 
缓冲 系统 的 选择 必须 既 能 保持 电泳 分 离 后 蛋白质 的 活性 ， 又 
能 使 样品 组 分 得 到 充分 的 分 离 。 现 在 尚 缺乏 常规 聚 具 烯 酰胺 凝 胶 
电 湾 通用 的 缓冲 系统 ， 但 有 三 种 不 连续 系统 可 选用 。 高 pH 系统 
(2SC ，pH 9.53,4,0.);，“ 中 性 ”pH 系统 (pH 8.000-2;) 和 低 
pH 系统 (pH 3,610.15. 


4.1.3.2 离子 强度 的 选择 


由 于 各 种 重 白质 对 缓冲 系统 的 离子 强度 、 离 子 种 类 和 所 和 需 畏 
助 内 子 极其 敏感 ， 所 以 选择 合适 的 常规 聚 丙烯 酰胺 稣 胶 电 泳 缓冲 
系统 的 离子 强度 是 十 分 重要 的 。 - 般 来 说 ， 低 离子 强度 比较 适 
合 。 因 为 此 时 导电 性 低 ， 产 生 的 热 较 少 。 同 时 可 使 被 分 离 的 带电 
颗粒 对 电流 的 贡献 最 大 .从 而 加 快 电 泳 速度 。 但 也 不 可 过 低 ， 它 
必须 可 以 缓冲 被 分 离 样品 中 带电 颗粒 对 准 胶 pH 的 影响 ， 且 过 低 
的 离子 强度 易 导 致 蛋 口 质 的 上 凝聚。 一 般 来 说 离子 强度 应 在 0.01 一 
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0.1 mol/L!!U, RA BR 790.05 mol/L''6 。 

Ak bc E E E LE ST PUE ER HL I HA ERE PP oS EE 
JE... üpkÉNn EGRE. HEBR CBHR CELA TRCHR It DR Pp HRCRU A) 
BERGE LA AERA (包括 阳极 缓冲 液 和 阴极 缓冲 液 )。 
住 连续 缓冲 电泳 系统 ， 即 bH 异 定 的 区 带电 访 中 ， 不 但 凝 胶 孔 径 
相同 ， 且 样品 、 凝 腕 和 电极 缓冲 滚 均 使 用 相同 的 缓冲 系统 ， 只 是 
离子 强度 不 同 。 而 在 不 连续 缓冲 系统 中 ， 不 但 有 两 种 不 同 孔径 的 
BEBE (大 孔径 的 浓缩 胺 和 相对 较 小 孔径 但 均一 的 分 离 胶 或 孔径 不 
阿 的 梯度 分 离 胶 )， 和 而 且 有 一 种 或 两 种 不 同 pH 的 缓冲 液 和 二 种 
不 同 的 离 了 。 岂 先导 离子 。 如 常用 的 握 离 子 和 卿 离子 ， 它 们 上 其 有 
较 大 的 辽 移 率 ; 四 尾随 离 ff。 和 先导 离子 有 相同 的 电荷 ， 代 迁移 
率 较 小 ， 常 用 弱酸 和 氨基 酸 作 尾随 离子 ; @@ 反 向 离子 。 它 和 前 二 
者 离子 带 有 相反 的 电荷 。 先 导 离 子 只 存在 于 样品 和 凝 胶 缓冲 液 
中 ， 尾 随 离子 在 电极 缓冲 液 中 ， 反 问 离 子 则 在 凝 胶 缓 冲 液 和 电极 
缓冲 液 中 均 有 ， 所 以 样品 缓冲 液 和 凝 胺 缓冲 液 可 采用 相同 的 系 
统 ， 只 是 离子 强度 不 同 ， 前 者 常 为 后 者 的 十 分 之 一 。 

连续 电泳 和 不 连续 电泳 用 的 缓冲 系统 分 别 见 表 4.1 和 表 4.2 、 


表 4.1 连续 电泳 用 的 缓冲 系统 i17: 


pf 范围 缓冲 液 组 成 M FERH t 
2.4— 6.0 0.1 mol/L HH B 1 mol/L TAUL 
2.8—3.8 0.05 mal/L 甲酸 1 mol/L SUM (bf 
4.0—5.5 0.05 mol/L FARE 1 nol/L ARILAR Trs 
5.2-7.0 0.05 mal/L "7X IR 1 md L SUR AER SX Tris 
6.0—8.0 0.05 mo/L WEE — RER(REBND 1 mol/L 所 氧化 钢 
7.08.5 0.08 mA —:7,3E E Hf Ree 1 mol/L 盐酸 
7.2—9.0 0.05 m 1/L Tris | mmol/L. 盐酸 或 甘氨酸 
8.5 -10.0 0.015 roli &BRAB 55 | mol/L 35 Mr zX 8 CIE RA 
9.0--10.5 0.05 modA. HER 1] mA. SC (Efi 
9.0 -1I.0 0.025 noL RRAK 1l inol/L. HAILA 
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表 4.2 TERBEBANI pR 


电 洒 时 ooo o 每 升级 溃 液 的 组 或 
PN SIN vi 分 离 胶 uo 
R pH E pH 
———— —  S2m|lmo/L9ÉÉ è GOmilmel/L it — 2.88g IKE ——- 
8.3 9.5  *7.13g Trs + 45.75gTris * 0.6gTns 
(pH 6.9) (pH 8.9) (pH 8.3) 
45.75ml 1! mol/L 60ml 1mol7L 盐酸 5.52g t: AED LE 
t 
7.0 8.0 HE 0 6.19glris + 8.56gTrns * 1.0gTns 
(pH 5.5) (pH 7.5) (pH 7.0) 


Hrd lvo LAAIE blm 1mol^L HAWE 3.12g B- 18 SK 
5.0 3.8 性 +3.59rnl 醋酸 Bn +2). Sm AT +Ò. 8ni AAA 


(pH 6.7) CpH 4.3) (pH 4.5) 

60ml Imol/L AAIE — 15ml imd AL. AAE 2.8g IER 
4.0 2.3 34P-3.7ml MR BI +6b .6ml NER t 0. 3ml BET 

(pH 5.9) (pH 2.9) (pH 4.0) 


4.1.4  ÉERETK HE BOE dE 


B FRA a Bc CORE RE E V. 2 EUIS DUOBUS REA FR AS e d 
HE. 而 且 取 决 于 分 子 的 大 小 和 形状 ， 因 此 凝 胶 的 分 子 第 效应 妈 凝 
胶 的 孔径 与 电泳 的 分 辩 率 、 电 泳 的 速度 以 至 实验 的 成 败 密切 相 
Xo 按照 上 凝 胶 妃 径 与 被 研究 分 子 的 大 小 和 形状 的 关系 ， 可 以 把 凝 
胶 分 为 非 排 阻 性 凝 胶 (unrestrictive gel) 和 排 阴 性 凝 胶 Crestric- 
tive gel) HÆ, Bl £f£500.7 96 — 1.0 *6 83 SR ECREE EE, RR eU 
Ha vk FEE 2 P t RC ELE REE, ， 后 者 如 大 于 
196 APRIRE MEE (EEE CECI Bik) CRUS R S REGE 
BFB ik RRI RERE SE. 

(ERE EB, XLISAPEREIBBSITSEEIXSERT E 
和 节 所 述 的 缓冲 系统 的 HAA £SRHESR, ROER D ERAEECRCE 
的 。 MRSE RKA, LED FRATAR, h, Æ 
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中 压 分 子 不 能 进 人 肇 胶 。 电 泳 后 样品 仍 留 在 加 样 位 置 。 如 果 凝 胶 
浓度 太 小 ， 妃 径 太 大 ， 则 样品 中 各 种 和 蛋白质 分 子 均 随 着 缓冲 液 流 
向 和 前 推进 调 不 能 得 以 很 好 地 分 离 。 再 加 上 电泳 时 由 弹性 的 凝 胶 链 
所 组 成 的 凝 胶 网 络 还 会 受到 迁移 蛋白 质 分 子 的 挤 床 或 变形 ， 所 以 
在 非 电泳 时 测 得 的 凝 胶 孔 径 值 并 非 与 电泳 时 的 实际 孔径 值 相同 、 
用 样 品 的 性 质 各 不 相同 ， 欲 寻找 .个 普遍 规律 是 十 分 困难 的 。 需 
要 根据 经 验 和 摸索 实验 条 件 来 确定 最 佳 凝 胶 浓 上 度 。 对 于 木 知 样 
品 ， 通 常 吉 选用 孔径 较 大 的 7.5 % 的 雹 邹 胶 来 试 蛤 ， 然 后 根据 电 
泳 区 带 的 迁移 距离 再 来 寻找 合适 的 浓度 。 如 果 样 唱 为 复杂 组 分 的 
混合 物 ， 则 应 选择 - - 定 浓度 范围 的 梯度 凝 胶 。 另 外 也 可 用 Fergu- 
son 作 图 法 .92 (A dg Rf 对 芽 % 作 图 )， 即 以 几 种 浓度 的 凝 胶 
进行 聚 办 烯 酰胺 凝 胶 电泳 ,测定 蛋白 质 在 每 一 凝 胶 浓 度 的 R 
〈 详 见 4.1.6 节 )。 理 得 的 Ri 值 范围 在 0.25 —0.85 之 间 。 根 据 凝 
胶 浓 度 与 分 子 明 的 关系 来 选择 北 胶 浓度 最 为 方便 ,但 参考 资料 的 
数据 各 不 相同 ， 作 者 综合 这 些 数据 列 出 表 4.3 ， 仅 作 参 考 。 


表 4.3，” 洲 胶 浓度 与 分 子 量 测定 的 关系 D1.2] 


SEPETE 分 子 基 (kDa) BEBE IKE 分 子 量 {kDa) 
T96 (C=2.6%) 范围 T9$(C-59) ?6 E 
m 5 /— — — 3-20 5 60—700 — 
10 15--100 10 22 ~280 
15 10 - 50 15 10 -200 
20 2-15 20 5—150 


4.1.4.1 浓缩 胶 与 分 离 胶 


浓缩 胶 (concentrating gel) 又 称 堆积 胶 (stacking gel), X 
胶 浓 度 较 小 ， 了 和 孔径 相 对 较 大 。 把 较 稀 的 样品 加 在 浓缩 胺 土 ， 经 过 
大 和 孔径 凝 科 的 迁移 作用 而 被 浓缩 全 -- 个 狭窄 的 区 带 ， 使 样品 组 分 
在 分 离 胶 中 得 以 高 分 辩 率 的 分 离 。 
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ABRE {seperation gel, resolving gel) XEKE (running 
gel)。 通 常 筷 径 较 小 ， 通 过 选择 合适 的 凝 胶 浓 度 ， 使 样品 组 分 得 
以 很 好 地 分 离 。 分 离 胶 又 可 分 为 均 : ERR BE E o 

浓缩 腕 与 分 离 胶 常 使 用 相同 的 绥 冲 系统 ， 但 不 同 的 孔径 和 不 
同 的 pH 值 。 如 前 者 用 pH6.7 的 Tris-HCl, Ki x JH pH 8.9 的 
Tris-HCI。 前 者 孔径 常用 4% ， 后 者 则 根据 被 分 离 样品 的 情况 而 


Eum 
4.1.4.2. HAREAREN 


不 连续 缓冲 系统 的 主要 优点 之 一 是 吉 以 使 用 稀 样 品 。 这 是 办 
为 在 样 同 进入 分 离 胶 以 前 ， 先 经 过 大 孔径 浓缩 胶 的 迁移 作用 而 被 
浓缩 至 一 极 窜 的 区 带 。 其 作用 原型 是 在 缓冲 系统 中 的 弱酸 ， 如 填 
AR, TERI pKa 的 pH 值 时 ,任何 时 狂 都 只 有 一 部 分 分 子 带 
负电 。 若 和 是 全 部 分 子 中 被 解 离 的 部 分 ， 并 以 负离子 形式 存在 ， 
则 每 一 分 子叶 以 看 作 是 在 全 部 时 间 中 的 X 时 间 内 带电 ， 其 余 时 
间 则 不 带电 。 若 带电 分 子 的 泳 动 率 为 M， 则 有 效 泳 动 率 为 MX. 
电压 梯度 为 V, WHER VM Xs BWAT VMX 
相等 ， 则 泳 动 率 较 低 的 离 子 的 泳 动 速度 可 以 和 泳 动 率 较 高 的 离 江 
一 样 快 。 如 样品 和 浓缩 胶 均 用 pH6.7 的 Tris-HCI 缓冲 液 ， 电 极 
RHA Tris -甘氨酸 缓冲 滚 。 此 时 ， 甘 氨 骏 很 少 解 离 ， 其 有 效 泳 动 
率 很 低 ， 而 所 离子 却 有 很 高 的 泳 动 率 . 蛋白 质 分 子 的 汶 动 率 介 于 
XE TOR HR SENI IH]. 一 旦 加 上 电压 ， 作 为 先导 离子 的 氯 离 -和 
作为 尾随 离 上 的 甘氨酸 离子 分 离开 来 ， 并 在 其 后 面 留 下 -一 个 导电 
性 较 低 的 区 带 。 由 -于 导电 性 与 电 勇 强度 成 反比 ,这 -区 带 便 获得 
较 辜 的 电压 梯度 ， 并 加 速 甘氨酸 的 泳 动 ， 使 其 赴 上 氧 离 子 ， 建 立 
起 甘 氨 避 和 毛 离 了 的 电压 梯度 和 泳 动 率 乘 积 的 相等 的 稳定 态 ， 使 
六 些 带电 颗粒 以 相同 涉 床 泳 动 ， 明 种 离 于 之 间 员 有 明显 的 边界 ， 
JHAR, AATA EREE EAKA RE, TEE N iN 
-ERE H, AREER- ABER. h TEES A BT D 
潮 亿 上 感 洒 动 速度 比 壮 离子 低 ， 因 此 毛 离 子 能 迅速 起 过。 移动 界 面 
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抹 的 蛋白 质 处 于 较 高 的 电压 梯度 中 ， 其 注 动 速度 比 甘 氨 酸 快 。 因 
此 ， 移 动 的 界 血 将 蛋白 质 分 子 堆 积 到 一 起 ,浓缩 为 -狭窄 的 区 
db. 和 焦 日 奈 在 移动 界面 中 的 浓缩 作用 仪 取决 于 样品 利 浓缩 胶 中 的 
Tris-HCI 的 浓度 ， 而 与 样品 中 蛋白 质 的 最 初 浓度 无 关 。 由 于 浓缩 
讽 为 大 孔 凝 胶 ， 故 对 样 巾 没有 分 子 筛 作用 。 

当 称 动 的 界面 久 达 法 缩 胺 和 分 离 胶 的 界面 时 ， 凝 胶 的 pH ffi 
明 骂 增加 ， 并 导致 日 氨 酸 的 大 量 解 离 。 此 时 甘氨酸 的 有 效 泳 动 率 
畜 加 .使 :越过 货 !1 质 并 直接 在 毛 离 子 后 移动 。 同 时 由 于 凝 胶 孔 
径 变 小 ， 使 焦 日 质 分 子 的 迁移 率 减 小 。 于 是 蛋白 质 分 子 在 均一 的 
电压 梯度 和 PE 值 中 泳 动 ， 并 根据 其 加 有 的 带电 忻 和 分 子 大 小 进 
行 分 离 。 


4.1.4.3 ”均一 腔 和 梯度 胶 


区 一 胶 (homogencous gel) 是 指 整 块 凝 胶 为 同 一 浓度 或 者 分 
离 胶 为 均 浓度。 均 --- 胶 盟 然 不 能 给 出 高 分 辨 究 ， 但 灌 胶 简便 ， 
适合 于 简单 组 分 的 样品 分 而 。 

ER: (gradient ge) 是 指 分 离 胶 部 分 由 -- 定 的 浓度 梯度 组 
成 ， 可 以 是 线 件 梯 度 ， 也 订 以 是 指数 梯度 。 道 常 从 阴极 到 阳 圾 ， 
浓度 梯度 逐渐 增 大 ， 和 孔径 变 小 〈 阴 极 电泳 相反 )， 利 用 分 子 得 作 
用 提高 分 关 率 。 祷 度 胶 适合 于 复杂 样品 的 分 离 。 


4.1.5 连续 电泳 和 不 连续 电泳 


1959 年 Raymond 和 Weintraub! U 2$ 4 fi FE] € P8 48 Ne Mz og 
电泳 的 支持 介质 进行 曙 白 质 的 分 离 是 用 连续 电泳 系统 完成 的 。 连 
SER PK (continuous electrophoresis) 是 指 电 泳 系统 使 用 相同 妃 径 
的 凝 胶 和 相同 缓冲 系统 的 样品 缓冲 液 ， 凝 胶 缓 冲 液 和 电极 缓冲 
X. B pH 值 恒 定 ， 只 是 离子 强度 不 同 的 区 带电 防 ， 见 网 4.3 . 
使 用 这 种 电泳 系统 分 离 蛋 白质 ， 由 于 分 也 第 效应 不 明显 ， 一 般 只 
下 于 分 网 引 他 比较 简单 的 样品 ， 且 没有 堆积 胶 的 浓缩 作用 ， 分 状 
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电场 ， 开 始 分 离 


(32 TKK 


图 4,3 连续 电 福 


率 较 低 ， 加 样 时 必须 肌 成 - -条 极 罕 的 带 ， 以 使 样品 能 很 好 地 分 
离 。 但 如 果 高 分 辨 不 是 实验 目的 ， 用 这 种 方法 制 防 快 而 简单 E 
i253 一 个 优点 是 在 均 -系统 的 电泳 中 ， 缓 冲 系 统 的 精细 组 成 足 已 
AB), H pH 是 恒定 的 这 对 分 离 pH RRE E HEA A H. 
可 以 防 赴 蛋 上 月 样品 进入 泌 胶 后 ， 由 于 pH Bie NRE RAY 
证。 另外 它 不 需要 像 不 连续 缓冲 系统 一 样 去 计算 不 同 离子 之 辣 的 
迁移 率 变 化 ， 所 以 任何 -种 不 同 的 酸 和 碱 部 能 使 用 。 

1963 和 1964 年 Hjerten[2l , Ornstein! ?! #0 Davis"?! H f tE B A 
E wp R tb E B AR S SE E H E ESI 
(discontinuous electrophoresis) 是 指使 用 不 同 孔 径 和 不 同 缓冲 系 
Ww H FRAR ERER, aE RE k E EE RE m A 
浓缩 胶 和 分 离 胶 的 界面 上 先 浓缩 成 - E, RE- ERE (R 


i£j4.1 ”不 和 连续 电泳 《分 离 胶 为 沟 杀 胶 ) 
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IERIE) 的 阔 腕 上 进行 分 离 。 由 于 不 加 孔径 凝 胶 的 分 子 得 
作用 ,使 不 连续 电泳 的 分 状 率 大 大 扁 于 连续 电泳 。 虽然 不 连续 电 
瀛 在 缓冲 系统 的 选择 和 人 制 胶 〈 特 别 是 梯度 尽 ) 的 操作 方面 比较 繁 
杂 ， 但 它 可 以 得 到 电泳 分 离 最 重要 的 指标 -一 一 高 分 辨 ， 因 而 是 日 


CD 加 电场 ， 样 品 浓缩 
在 界面 上 


图 4.5 ”不 连续 电泳 (分离 胶 为 梯度 胶 ) 


4.1.6 ^ fiii 


如 上 上 所 述 ， 聚 丙 燃 酰胺 凝 胶 电 瀛 是 根据 蛋白 质 分 子 的 电荷 ， 
形状 和 大 小 来 分 离 的 。 而 且 在 大 部 分 情况 下 ,这 三 个 久 素 都 在 起 
作用 。 如 果 能 排除 电荷 的 影响 ， 便 可 以 根据 蛋白 质 分 子 在 集 丙 烯 
栈 胺 凝 胶 中 的 迁移 率 和 分 子 量 的 相互 关系 来 得 到 校正 曲线 。 有 两 
种 方法 可 以 排除 电荷 的 影响 : - -种 是 用 带 有 相当 大 量 电 茶 的 基 团 
(如 SDS) 结合 到 蛋白 质 分 子 EL GENUS AE) ARENES 
子 原 有 电 和 的 影响 而 得 到 恒定 的 符 / 质 比 、 第 二 种 方法 ， 也 就 是 
党 规 聚 内燃 办 胺 凝 胶 电 泳 所 用 的 方法 -- 数学 方法 ， 即 测量 旦 白 
原 分 子 在 不 同 浓度 疾 胶 中 的 租 对 迁移 率 来 诽 除 电 荷 因 素 的 影响 、 
这 就 是 Ferguson 作 图 法 ， 岂 图 4.6。 

1964 *t- Ferguson. B- EEIE aX qz a) r E 和 下 分 子 的 
IREA ns Cnobilts) KATR XR BAL EE X Sp (rektiv mobilits ) 
RIXT RR SUPER HE 了 加 作风， 可 以 得 到 一 条 直线 。 这 个 项 象 接 
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图 4.6 Ferguson A. E ZEB SL X EH HE RC Kps 
它 和 分 子 量 成 正比 。 人 是 大 分 子 ， 在 了 >4% 时 ， 
出 于 分 子 第 的 作用 、 而 不 能 迁移 ，B 也 是 大 分 子 ,但 
比 太 有 钨 高 的 静电 荷 。C 是 中 等 尺寸 分 子 的 典 埋 直 
线 。D 和 上 是 小 分 于 ,只 受到 很 小 的 排 阻 作用 。Dn 只 
ARP ERE RA for, ER XE HRS. E AIRA ARE t, 
Er ELE Pr VALE GERI SERE P EUR (RR B E EROR 


着 在 1968 年 由 Hedrick 和 Smith? e R pa dis Price E rh WE SC 
logm = logzg — Ke T 
logR: = log Yo — KRT 
这 里 m LR ETE US BE BERCTK BEDS 小 % 时 的 迁移 率 和 相对 迁移 
Ro mo 和 Yo RR CHORERETR HE 工 为 0% 时 的 自由 迁移 率 和 自 
由 相对 迁移 率 。 直 线 的 斜率 为 阻 河 系 数 Kpr (retardation coeffi- 
cient)。 它 和 北 胶 系统 的 交 联 度 ， 分 子 的 形状 和 分 子 量 有 关 。 
为 了 计算 未 知 蛋 白质 的 分 于 量 ， 必 须 用 不 同 浓度 的 凝 胶 同 时 
测量 未 知 和 已 知 分 子 量 的 蛋白 质 的 相对 迁移 率 、 作 出 Ferguson 
图 ， 从 图 中 直线 的 斜率 得 到 已 知 和 未 知 蛋 白质 分 子 的 Kr 值 。 用 
已 知 分 TERERAA Kk 值 对 它们 的 分 子 量 作 图 ， 得 到 一 条 下 
线 。 再 用 未 知 蛋白 质 分 子 的 KR 值 从 直线 中 查 得 它 的 分 子 和 其。 两 
个 图 的 所 有 直线 都 应 流 用 最 小 二 乘 方 的 回归 线 。Rodhard 等 3 
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建议 至 少 用 7 种 不 同 浓 度 的 凝 胶 得 到 的 值 作 图 ， 以 保证 Kg 和 
Y, 的 精确 度 。 用 这 种 方法 测定 分 子 量 *]， 林 和 刘 和 已 知 绰 白质 在 
迁移 率 和 分 子 量 之 问 应 该 有 相同 的 关系 . Kg 值 是 随 首 实验 条 
件 ， 如 聚合 条 件 pH. BE 子 强 度 、 温 度 和 缓冲 液 组 成 等 的 改变 
而 变化 的 。 如 有 什 何 -种 实验 条 件 的 改变 ， 应 该 重新 是 Ferguson 
图 ， 以 得 到 该 条 件 下 的 Kg 值 . 

Thorun 等 #4! 观察 到 ， 在 恒定 凝 胶 浓 度 时， 相对 迁移 率 
Ri 的 对 数 和 交 联 度 C 的 平方 根 成 正比 。Rodbard 41! 观察 到 在 
不 同 实验 条 件 下 ，KR 值 友 映 了 在 不 同 离子 环境 下 ,分 子 表面 和 
分 子 构象 出 于 离子 环境 作用 产生 的 变化 。bBryan 1 认为 这 种 构象 
的 变化 可 以 作为 Ferguson 网 的 非 线 性 和 数据 偏离 的 原因 。'Tho- 
run 等 24: 还 观察 到 如 果 在 蛋白 质 分 子 中 有 碳水 化 合 物 〈 如 糖 蛋 
委 )、 脂 肪 《如 脂 蛋 门 ) 或 别 的 替代 基 团 的 存在 ， 也 会 引起 直线 
的 偏 高 ，Gonenne 等 !3] 报 道 了 分 子 量 小 于 50kDa 的 重 白 质 小 分 
了 的 Kk EMAAR., AE Ke 对 分 子 量 作 图 的 线性 关系 有 如 此 
A BR da AE, 但 Hedrick $% ??'W]iA Jy YE 45 — 500kDa 的 分 子 基 
范围 内 遵 常 是 线性 的 ， 并 且 这 种 方法 已 被 广泛 使 用 。Rodbard 
等 3] 的 实验 也 证 明 这 种 线性 关系 在 很 多 实验 条 件 下 都 能 被 满足 ， 
不 管 是 阴极 电 阳 还 是 阳极 电泳 。 分 于 量 范围 在 458 ~ 670kDa， 
pH3.6 —10.2, $ F1RHEfK0.0023 —0.023 mol/L, WEA 0— 
25C, T fE 396 30%, C 企 1%~5% 之 问 都 能 满 电线 性 关系 。 

Rexibard 等 327.28| 的 实 答 还 证 明 ， 在 .A/Ks MA EBR 
(stokes 半径 ) 之 问世 可 以 得 到 线性 关系 。 与 简单 的 Ferguson fF 
图 法 相 比 ， 内 .ZKe 对 尺 作 图 的 缺点 是 必须 得 到 营口 标准 【 即 已 
ju4 f SHE SECI) 和 林 知 蛋白 的 R 值 。 虽然 已 经 有 计算 机 程序 可 
用 于 得 到 这 些 数据 ， 旭 天 部 分 实验 还 是 采用 Ferguson 作 图 法 ， 
市 用 /Ke 对 已 作 图 只 适用 上 WERI ROSE, TER 
IREAS LE Brvar 2130 Alder 等 69 存 广泛 的 分 子 量 范围 
合用 天 ”对 分 子 量 作 图 的 结 些 ， 证 明 这 个 方法 有 比较 大 的 实验 误 
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X, Bryan?" 60 到 900kDa 分 子 量 范 围 的 蛋白 质 测定 中 ， 用 
Kr 对 分 子 量 作 图 ， 分 子 景 测定 值 的 平均 误差 为 18%， 个 别 值 误 
益 达 到 32%。 

由 于 球状 蛋 握 在 Kg 和 分 子 半 径 之 问 存在 着 线性 关系 ， 所 以 
分 子 大 小 能 以 Ferguson 图 的 直线 斜率 计算 得 到 [] 。 — H Á Át 
移 率 和 分 子 半 径 已 经 知道 ， 则 分 FAA Aa A kl], 

在 多 组 分 化 合 物 的 聚 丙 燃 酰 胺 凝 胶 电泳 的 分 离 中 ， 由 于 分 子 
的 电荷 密度 ， 分 子 的 尺寸 和 形状 以 及 凝 胶 条 件 的 不 同 ， 常 有 着 互 
相交 叉 替 制 的 作用 ， 所 以 分 离 情 况 比 较 复 杂 。 如 图 4.7(a)， 样 
唱 中 的 两 个 组 分 的 分 子 具 有 相同 的 大 小 ， 不 同 的 迁移 率 ，Fergu- 
son 图 的 直线 表现 为 平行 线 。 这 说 明 乳 酸 脱 氢 酶 1 (上 面 的 直线 ) 
的 电荷 密度 较 大 于 屯 酸 脱氧 酶 2。 如 果 有 相同 电荷 密度 ， 不 同 大 
小 分 子 的 本 种 线 白 质 也 可 能 表现 为 平行 线 。 而 图 4.7(B) pk 
蛋白 和 卵 转 铁 蛋 白 的 直线 交 义 ,表明 了 它们 电荷 密度 和 分 子 大 小 
的 持 抗 性 。 这 是 在 常规 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 中 最 常见 的 现象 . 


(A) (B) 


log; 


logA 


PERRA 


KEA 


—— ————. 


96 T 


(4.7 不 辣 电 前 密度 和 大 小 的 分 -了 的 Ferguson Ei 70 
4.2 F 法 


生日 质 分 子 在 大 然 状 态 下 的 峻 丙烯 酰 驴 凝 胺 电泳 是 各 种 电泳 
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的 基础 。 用 这 种 方法 分 离 蛋白 质 虽 然 分 辨 率 不 岗 ， 但 却 可 以 保证 
和 蛋白质 分 子 的 构象 和 生物 活性 。 根 据 被 分 离 鲁 口 质 的 特性 ， 可 以 
分 为 通常 使 用 的 阳极 电 访 《anodal electrophoresis) 和 和 专 为 分 离 碱 
TER F3 E BH E Ek Ceathodal electrophoresis), REA TF ADA 
ERFLIK, HAA HEETE i pk AAEH TEE ko IR SEXE P 
系统 的 组 成 利 凝 胶 孔径 的 变化 ,可 分 为 连续 电泳 和 不 连续 电泳 。 
根据 电泳 的 形式 可 分 为 圆 嚼 电泳 和 平板 电泳 ， 后 者 义 分 为 牌 直 平 
板 电 注 和 水 平平 板 电 泳 。 下 如 第 二 章 所 述 ， 聚 认 烯 酝 胺 上 族 胶 电泳 
现在 已 从 图 盘 电 泳 趋 于 平板 电泳 ， 特 别 是 注 层 水 平平 板 电 泳 和 水 
平平 板 电 泳 的 自动 化 . 

到 目前 为 止 ， 任 何 一 种 效 胶 电 瀛 的 电泳 力 法 都 知 要 三 个 步 
R: WHR., Bèk, Hw, ， 即 电 永 的 三 部 曲 ， 


4.2.1 制 HE 
4.2.1.1 垂直 平板 电泳 的 制 胺 


用 于 垂直 平板 电泳 的 凝 胶 通 常 被 灌注 在 中 间 有 隔 片 的 两 块 玻 
璃 板 之 间 。 覃 具 垂 直 放 置 ,周围 用 硅油 (或 其 他 密封 物质 ) 密 甘 , 或 
用 夹子 夹 紧 , 以 免 胶 液 泄 漏 。 溶 液 从 顶部 灌注 。 灌 胶 完 成 后 从 顶 
部 插入 梳子 ,以 形成 加 样 孔 。 梳 子 宽 度 取决 于 玻璃 板 的 宽度 ,梳子 
的 厚度 和 小 胶 的 摩 度 取决 于 隔 片 的 摩 度 。 

在 垂直 电泳 装置 上 可 以 进行 连续 电泳 或 不 连续 电泳 。 它 们 的 
差别 之 一 在 于 制 胶 方法 的 不 同 。 连 续 昂 泳 仅 有 分 离 胶 ,并 且 整 个 
电泳 使 用 相同 缓冲 系统 ,所 以 灌 胶 是 极为 方便 的 。 不 连续 电泳 需 
要 先 灌注 分 离 胶 (均一 胶 或 梯度 胶 ) ,再 灌注 浓缩 胶 , 需 要 掌握 一 定 
的 技术 。 垂 直 电 泳 用 的 灌 胶 模具 种 类 繁多 ,应 根据 说 明 书 使 用 . 
表 4.4 为 常用 的 连续 电泳 的 凝 胶 配方 11， 由 液 配置 如 下 ， 

(1) 丙烯 酰胺 单 体 怒 液 

11.1 gg 丙烯 酰胺 +0.3g N,N- 甲 叉 双 两 凡 酰胺， 先 用 40ml 
双 燕 水 溶解 ， 搅 拌 ， 直 到 溶液 变 成 透明 ， 再 用 双 蒸 水 稀释 至 
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50ml， 过 小 。 用 棕色 产 ， 可 在 4 所 保 存 一 个 月 。 丙 烯 酰胺 和 由 又 
XX PS Af Bc Hic PC UK AXE E pU dE, SD MON. 


表 4.4 XESEIB KH AERE O71 
WERE SE DK HE (C HA 2.695) — 


rx PONE, metra 
T 5.696 T 5.1% T-7.7% 
FEEC) 3.15 5.3 6.7 
Zg v Ee 3 Gu 10.0 10.u 10.0 
SUE IK Gnd) 6.74 4.50 3.19 
1096 x: SERE Ek L pel) [60 Wo 100 
TEMED (pl) 19 10 10 


妃 ; 加 过 硫酸 敏和 TEMED LAH, AR ANA 

已 进 硫酸 锌 和 TEMED P, Dd EE da SEE OH 

DRHE RRE, IRLERTE EUR [RIA I LAE NE. npo dd ep] UE dc Hc nl 
变化 - 

GURERCE gn. M ICRF 12 小 时 再 使 用 ， 以 使 话 胶 充分 聚合 ， 以 改 癌 电 广 
时 的 分 辩 率 。 


(2) Tris HAA H DER (pHS.9) 

30.04 g FAR ^ 1.0 g HAW, JH L.S L.XUEZK ERE, H 
Tris 滴定 全 pH8.9, FAAR. S Lo 

(3) 电极 缓冲 液 

1 份 Tris TT SRM P RU E + REK., 

(4) 样品 缓冲 液 

Iml Tris - HARE MORER + 0.1 mg IRI E + 19ml XX 
水 。 

(5) 1096 i3 LEE 43 

O.L g xE LAE EE L.0 ml XXGESK. BUB BU 3E EUM, 

I] Ornstein ? A Davis ! 首先 发 展 的 不 连续 电泳 《当时 用 上 于 
HRR) EHARA CIPBEBLPICK ILER 加 在 分 离 胶 上 ， 正 
正 使 用 人 不同 缓 冲 系统 。 所 以 需要 分 别 灌注 分 高 胶 和 法 缩 胶 ， 灰 
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4.5 JAM ESI IK EE BO Usu VHEBJAUR T: 

(1) Fe BUE X EG 

14.55 g AAMk 0.45 g NINTH XXXV REESE, ERI 
40ml RÆKKE, BTE, BARRERA, HARR kA 
至 SOml, H. Hifx(Uüf pfe CREA AH. WARAPA 
X PH Ek HC PUR RRE PRERE, LRE o 

(2) iKHs BEER PIARGIR (0.5 mol/L Tris-HCl, pH 6.8) 

3.03 g Tris 溶解 在 40m] WKP, JH 4mol/L 35 B2 39 
pH6.8. BUHXUK rS 50ml， 保 存在 4 备用、 

(3) TERK RER (1.5 mol/L Tris-HCl, pH 8.9 ) 

18.16 g Tris 溶解 在 80ml XX EK P. H Amol/L 盐酸 调 至 pH 
8.0, FHR KA E 100m. EFE AU 备用 。 

(4) 1096 id ELA x 

0.1g 过 硫酸 锭 + 1.0m RÆK- WEH RR SE NOS. 


表 4.5 ”不 连续 电泳 浓缩 胶 和 分 离 胶 的 配方 :加 
Bits D(Co 390) 


ru -€—S— i —S ————À 
4% 7,5 10% 15% 20% 

RERED — 0.65 38 5 75 100 
x ERE PP UC A m) 0.10 — — 一 - 一 
分 离 胶 缓冲 液 上 性 坡 {ml) 一 0.3 0.3 0.3 0.3 
IAIK (m!) 4.25 109 9.7 7.2 4.7 
i096 XE BERE ER CUL) 5 l5 15 15 15 
. TEMEIX ul! 2.5 7 7 7 7 


Qf LOGER PZRUTEMEDULBI, HERRIEdL. 

Cs wk Een, VUL) ER HL RC BAR fL i s 

GORK Boda T SEEK HR BRE, LEE BE RR SIX AREE, o EH EP P PORA L6 01 
变化 

SHERRATT, HAC AU 保存 12 -jii ate, MERRET ES, MAEI 
Ir) 7 PEE 

Sh T=7.5%, 1096, 1596, 2096, (C 396). 其 分 离 胶 可 作为 连续 岂 泳 用 
的 分 离 腔 ， 
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(5) 电极 缓冲 液 

0.025 mol/L Tris, 0.2 mol/L 甘氨酸 ，pH8.3 。 

15.14 g Tris 72.07 g HAR, HIRKA ER 5L， 可 在 
室温 保存 AH 

(6) 样品 缕 冲 液 (0.1 mol/L Tris HCl, pH6.8) 

2ml & 3g Be 5 npa ICE 1 1ml 87% HW 0.1 mg iE E. W 
XX ZRZK BS FE S 10ml1， 可 在 -207 保存 6 个 月 。 

按 配 方 在 模 只 中 灌注 分 离 胶 后 ， 小 心地 在 分 离 胶 的 表面 加 - 
层 水 《或 水 饱和 的 异 两 醇 或 正 工 苹 )， 封 住 胶 面 ， 以 促使 聚合 并 
Áb SERE ACTED YT. HERES — 408 23 dO 分钟 到 1 小 时 后 ， 
TIAN TES. AGREE. GRK (KIA RAR 
或 正 上 BO. HARRERA, FATO EYE. 
并 插 人 与 贷 具 大 小 相同 GERERE. 2905 ab ^U BG 
人 ， 杭 子 应 倾斜 岳 和 人 -然后 让 模具 再 静止 放置 在 30 40€, E 
合约 30 分 钟 一 1 ES n 6 3$ 9 T id n] fb ER 4 NE, 
Bir EL? S Wee Hec g d f FH B BERE LY 

EERTE R. WÜTEHETE p EDEIHI TS ERRESA, d 
RTE RAR. PBEXGR Y GRODUEOEHZ ORR) MEER (RE 
重 液 )。 两 腔 间 有 开关 阔 。 捕 瑚 与 出 门 相连 接 。 混 合 液 从 混合 腔 
中 省 出 。 改 变现 个 腔 的 大 小 或 涂 液 配方 ， 就 能 改变 梯度 的 斜 次 。 
TEC E P PIRA MJE (convex) 或 四 形 维 体 (convave) 就 能 
形成 指数 梯度 {指数 梯度 不 常用 )， 见 图 4.8 . 


4.2.1.2. 水 平平 板 电 泳 的 制 胶 


水 平 电泳 与 釉 直 电 湾 的 制 胶 方法 大 敏 相同， 椒 连续 电 汪 的 制 

EIKREM, BIRET: 

1) E POBZKCBO REB E Mm PEREL, ti EB px ug 
TA Rie rli LUFT eX ERE RE FOE LS 

2) EAEEREN RRR, EART 
KEB kE RE EP ETAR B kAS, HELLT A iE 
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PUES 


山形 锥 体 浓度 


网 4.8 灌注 线性 梯度 和 指数 梯度 凝 胶 的 方法 -3 


注 浓 缩 胶 ， 后 灌注 分 离 胶 。 上 且 浓 缩 胶 中 加 有 甘油 ， 所 以 不 需 
罕 待 聚合 ,使 可 接 痢 灌注 分 离 胶 ， 使 操作 大 为 简便 。 而 且 由 
杆 浓缩 胶 中 的 十 油 使 加 样 筷 中 保有 : 定 的 水 ， 所 以 对 样品 的 
高 盐 浓 虐 不 敏感 ， 有 时 可 以 免 去 透析 . 

笠 直 电泳 是 先 灌注 分 离 胶 ， 所 以 底部 的 梯度 胶 浓 度 最 大 ; 而 
水 平 电泳 是 后 治 注 分 离 胶 ， 所 以 不 部 的 北 胶 浓度 最 大 。 这 桥 
在 聚合 时 不 会 有 热 对 流 的 于 扰 。 并 且 这 种 区 注 法 不 会 在 小 孔 


wW? 
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径 凝 胶 中 有 高 浓度 的 匡 油 ， 可 以 避免 在 电泳 时 由 于 甘油 吸 混 
而 引起 小 筷 的 泡 胀 。 

4) 垂直 电泳 制 胶 后 ， 不 需 取 胶 ， 仍 将 胶 置 上 玻璃 板 中 电泳 ; H 
水 平 电泳 需要 将 聚合 后 的 凝 胶 从 灌 胶 模 具 中 取出 ， 平 铺 寺 冷 
却 板 上 进行 电泳 ， 因 此 电泳 时 冷却 效果 较 好 ， 

5) 目前 水 平 电泳 才 的 凝 胶 厚 度 大 多 薄 于 垂直 电泳 。 洲 和 胶 从 分 辨 
率 ， 电 泳 时 间 ， 灵 敏 度 ， 保 存 方便 ， 实 验 材料 的 节省 等 方面 
都 显然 优 于 厚 胶 ， 是 当前 发 展 的 方向 。 


XE Sk ZO n vk F8 B0 58 BE RO 77 FO VC ER] GE TERRE, ， 请 参见 
表 4.4 。 
不 连续 电 读 才 的 凝 胶 凡 液 同 垂直 电泳 ， 配 方 见 表 4.6-10.. 


34.6 不 连续 电泳 浓缩 胶 和 分 离 胶 的 配方 [1 
BEBEEORRE T(C 739) 


贮 液 - 

4% 7.596 10% 15% 20% 
Fikr N m) 0.65 3.8 5.0 1.5 10.0 
TE H8 BEAR nC E (m) 0.10 — -— 一 - — 
SAR hik Wml) — 0.3 0.3 0.3 0.3 
87% HR (mil) 1.0 0.3 0.3 0.3 0.3 
XR ZK (ml) 3.25 10.6 9.4 6.9 4.4 
1096 33 SEL NE EE CoD 5 15 15 15 15 
TEMED( I) 2.8 7 7 7 7 


DEWAR HEA TEMED MA., Prunus 

OLME GERI TEMED 应 在 灌 胶 及 加 ， 它 站 的 量 应 根据 室温 和 聚合 情况 而 定 、 

已 欲 配 总 不 同 终 浓 度 ， 不 同 厚 度 或 不 同 天 小 的 凝 胶 ， 品 根据 志 中 的 体积 臣 比 全 
变化 ， 

ORRA, YE AUC 保存 12 小 时 后 再 使 用 ， 以 使 凝 胶 充 分 聚合 ， 改 善 电 泳 时 
的 分 辨 率 。 


如 果 要 在 凝 胶 上 做 加 样 孔 ， 需 要 准备 -- 块 可 重复 使 用 的 小 孔 
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成 型 模板 ,模板 通 常 足 用 不 附着 蒂 的 玻璃 板 制作 的 。 先 用 去 污 剂 
清洗 玻璃 板 ， 然 后 用 菊 饮 水 淋 洗 。 用 滤纸 吸 了 于， 再 用 无 水 乙醇 淋 
洗 玻 璃 表面 以 去 掉 任何 残留 的 不 纯 物 。 把 玻璃 板 放 在 坐标 纸 上 ， 
贴 几 层 隐 片 带 在 玻璃 表面 了， 多 图 4.9 。 几 一 把 锐利 的 刀 去 掉 多 
余 的 隔 片 带 ， AMLEN RZ HHR 2—- 3mm 的 小 段 。 所 加 层 的 
数目 和 条 的 宽度 取决 于 样品 体积 。 小 孔 成 型 条 的 长 条 取决 于 计划 
GII E R m, W Sml 样品 ， 小 了 乱 成 型 条 应 该 是 两 尽 厚 ， 
2mm 宽 利 7mm 长 。 小 了 筷 成 型 条 制 成 的 孔 可 加 冬至 10051 的 样 


ri 
ng G 


Bi 带 可 以 用 DYMOR (RFRA) 制作 小 孔 成 型 条 。 


二 - = PA 
t 
| 
CU UII Eye c Ld mco cmm 
m iat H LB 
， i 
Tooo BE ESPERE. 


图 4.10 ”灌注 浓缩 腕 后 ， 接 着 灌 分 离 腕 (31 
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Hr EE IBS LO mn 应 在 玻璃 模板 上 贴 两 层 。 恕 果 凝 胶 厚 为 
0.5 mm， 应 贴 一 层 ， 为 了 保 待 风流 通过 小 孔 ， 凝 胶 层 应 覆盖 在 
小 筷 廊 部 最 小 厚度 0.2 mmo 

小 孔 必 做 在 浓缩 胶 和 分 离 胶 界面 的 浓缩 胶 - 侧 ， 使 小 孔 和 阴 
极 之 间 为 均一 的 浓缩 胶 。 见 图 4.9 和 图 4.10 。 

组 装 模 只 前 先 将 玻璃 板 洗 净 ， 在 不 粘 胶 的 玻 匾 板 上 涂 7 EDS 
粘 膀 的 硅烷 。 把 粘 胶 的 支持 膜 铺 在 劲 一 块 玻璃 板 土 ， 玫 滚 简 赶 去 
气泡 和 多 余 的 水 ， 用 夹子 夹 好 模具 〈 见 图 4.10 )。 为 防止 凝 胶 在 
灌注 时 店 合 ， 应 顶 先 将 模具 放 在 AUC 冰箱 中 预 冷 。 灌 注 线性 梯度 


图 4.11 。 泪 注 浓缩 胶 后 ， 接 着 灌 梯 度 分 商 胶 '31- 
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上 胶 的 贮 液 同 不 连续 电 瀛 ， 配 方 见 去 4.7134,， 先 将 定量 的 轻 液 注 
ARRERA RRE, MOIEN, EARBS, wA 
轻 液 流 人 混合 腔 ， 需 吸 问 贮 液 腔 ， 关 十 腔 问 阅 。 肯 将 重 液 注入 混 
合 腔 ， 并 加 入 搅拌 子 。 梯 度 混合 器 应 置 于 忆 调 水 平 的 磁力 搅拌 器 
HAEE E, A RB BOR Eu DOVER DO. 8i BE MNA 
TEMED, FMR., Ai FER, TPorBOITJTO TG 
夹子 ， 两 腔 中 的 液 面 应 同时 下 降 。 梯 度 混合 器 与 模 上 其 之 间 应 有 合 
适 的 高 度 差 ， 使 灌注 在 1 一 5 分 钟 完 成 。 灌 注 后 在 室温 静止 15 分 
种 ,再 放 在 30~40 RABBIT. NEA ENS 1 小 时 完成 。 聚 合 
后 在 4 记 至 少 放 置 12 小 时 使 其 充分 聚合 才 可 使 用 。 梯 度 胶 的 灌 
注 比 较 簧 杂 ， 但 它 可 以 分 离 复杂 尾 品 。 出 二分 子 得 的 作用 ， 有 较 
FKD, HERAF, 


表 4.7 BERRA 


分 离 胶 终 浓度 C=3%) — — 


4—22.$ | 4-10 .10-22.5 8-18 
T4% D L D L D L D L 


MEAC) — 0.65 1.3 7.5 1.3 3.3 3.3 7.5 2.7 6 
KARRAR) 1.25 一 一 一 一 一 一 一 一 
4r EUER np ACIE Y (tnl) — 2.5 25 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 
87% 1E yb Ond) l4 2,8 — 2.8 — 28 — 28 一 
XJ (mD L7. 3.4 — 3.4 4.2 14 — 20 1.5 
L0 96 ST ER BR EZ Col) 18.0 36.0 27.0 36.0 27.0 36.0 27.0 36,0 27.0 
TEMED() 2.5 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 50 


ODIfUtX TE, enfe A pu LAERA, WEER EH. 

OE ito Se n TEMED 以 入， 溶液 应 打气 ， 

CORN SE TU TEMED AI & Fr HE UR EE 4, ez LS TE TÉ Ie dn 

DREHTE, TRE RA EK IRURE BE. 可 按 表 中 的 体积 按 比 例 变 
ft. FERRERA 和 轻 液 ， 

CMT By EERETEPBEE IRE RE fr, STFUADRHR Rt SU HOS. 

QWÉEBE SE fra. FEE AU HR EE 12 HAE, DLIESEITE DER Qr. KAE DU 
的 分 辨 率 - 
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4.2.2 样品 的 准备 


4.2.2.1 选择 合适 的 样品 缓冲 液 


常规 聚 内 烯 酰胺 疼 胶 电泳 的 样品 不 需 作 特殊 处 理 。 蘑 重要 的 
是 选择 合适 的 pH 和 离子 强度 的 缓冲 液 作 为 样品 缓冲 液 ,以 保证 
样品 的 溶解 性 .稳定 性 和 生物 活性 ,通常 使 用 与 缓冲 系统 相同 的 
pH ,但 离子 强度 只 为 其 十 分 之 一 。 如 样品 需要 特殊 的 稳定 剂 , 保 
护 剂 等 ,应 视 其 是 告 影响 电泳 。 

为 了 观察 电泳 前 沿 , 在 样 蜗 缓冲 液 中 应 加 有 色 指 示 剂 ,阳极 电 
六 通常 用 省 酚 蓝 ,阴极 电泳 通常 用 焦 宁 (pyronine)-!01。 

如 是 粉 未 样品 .用 样品 缓冲 液 溶解 成 合适 浓度 。 如 果 是 区 有 
高 盐 浓 度 的 溶液 样品 ,应 先 用 透析 方法 或 用 Sephadex G- 25 IAE 
胶 过 滤 柱 脱 趟 ,再 用 低 离子 强度 的 样品 缓冲 液 半 衡 ,使 终 离子 强度 
符合 样品 缓冲 液 的 要 求 。 

如 样品 深 解 不 和 住 , IARRAIS T A PlU Triton 100, 
NP -40 来 助 溶 。 配 制 好 的 样品 最 好 在 10 000 方 转 的 台式 离心 机 
上 离心 3~ 5 .分钟 , 取 上 清 加 样 ,以免 电 瀛 时 产生 拖 尾 ， 


4.2.2.2 蛋白 标准 的 准备 


如 有 果 和 需要 测定 分 子 量 ， 则 必须 准备 蛋白 标准 样品 ， 选 择 合适 
分 子 量 范 庚 的 市 售 蛋白 标准 或 自己 配制 XGA (5 ~7 种 蛋白 ) 
桨 解 在 样品 缓冲 液 中 ， 分 装 后 ,在 - 207 保存 。 注 意 不 要 错 用 
SDS 蛋白 标准 。 


4.2.2.3 RRE 


HE nh BK EE Xue T RESSBIA SE, e HARMA. WR 
AVE dE RITE — 0.1 —20mg/ml 蛋白 的 稀释 系列 ， 以 寻找 最 佳 如 
样 淋 度 。 如 用 考 玛 斯 亮 蓝 染色 ， 可 用 1-~ 2mg/ml 的 样品 。 如 采 
样品 组 分 复杂 ， 如 细胞 勾 浆 液 ， 为 了 观察 痕 量 成 分 ， 主 带 便 会 过 
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组， 对 高 纯度 样品 ，1).5 — 2mg/ml 4& E1 Jj RAE. 银 染 色 所 用 的 
样品 浓 庆 可 比 考 玛 斯 亮 理 染色 低 20~ 100 s MALERE, fe 
疫 痛 定 谎 色 视 方 法 不 同 而 异 。 电 汶 后 向 进行 转移 ， 应 有 足够 的 样 


11 县 
Fn B. 


4.2.2.4 加 样 要 求 


如 进行 垂 百 电 访 ， 加 样 前 经 轻 将 梳子 倾斜 拔 出 ， 防 止 气泡 陷 
和 人 。 用 电极 缓冲 液 淋 洗 加 样 孔 ， 吸 出 ， 再 加 适量 电极 缓冲 液 。 然 
后 用 微量 注射 器 小 心 将 样品 加 成 -- 细 窑 带 【特别 是 连续 电 永 )， 
否则 将 影响 电 读 分 辨 洛 。 如 果 没 有 足够 数目 的 样品 ， 应 在 加 样 孔 
中 加 样品 缓冲 液 ， 不 要 留 有 空 孔 ， 以 防止 电泳 时 邻近 带 的 扩展 。 

如 进行 水 平 电泳 ， 可 以 在 胶 面 上 直接 加 样 ， 或 用 滤 红 块 加 
样 ， 或 在 加 样 孔 中 加 样 。 在 装 胶 面 上 直接 加 样 时 不 可 超过 3u- 
加 样 间距 大 于 1 cm 才 可 加 Sul。 对 连续 电泳 ， 一 定 要 加 成 -条 细 
窄带 ， 否 则 会 影响 分 辨认 。 对 不 连续 电泳 ， 由 于 浓缩 胶 的 作用 ， 
在 进入 分 离 胶 以 前 会 浓缩 成 细 罕 带 。 阳 极 电泳 的 样品 加 在 阴极 
侧 ， 阴 极 电泳 草 样 品 如 在 阳极 侧 。 


4.2.3 电 yk 
4.2.3.1 垂直 电泳 


如 案 进 行 垂 直 电 访 ， 按 说 明 书 先 在 电泳 槽 的 下 槽 中 装 人 电极 
缓冲 液 。 将 舍 合 后 的 凝 胶 连 同 模具 -- 起 移 人 电 瀛 情 中 ， 在 上 槽 中 
注入 电 级 缓冲 液 ， 打 开 冷 却 循环 系统 ， 连 接 电源 。 一 艇 起 始 电 乓 
约 为 70 一 80V， 然 后 不 断 升 高 。 起 始 电 流 可 设置 为 20 一 30mA， 
到 决 于 效 胶 的 厚度 ， 人 小 和 样品 数 。 在 电泳 过 积 中 ， 上 应 记 冰 电 参 
数 的 变化 ， 以 便 以 后 重复 。 一 般 垂直 电泳 需要 4~-6 小 时 ， 取 次 
于 凝 胶 孔 人 径 ， 特 别 是 缓冲 系统 和 电 人 参数 的 选择 

待 省 酚 蓝 前 沿 到 达 电 泳 楂 底部 《阴极 ) mp, 切断 电源 ， 关 挤 
冷却 循环 系统 。 取 出 洲 胶 ， dU. 
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4.2.3.2. 水 平 电 泳 


日 前 有 三 种 方式 进行 水 半 电 泳 。 一 是 措 接 滤纸 桥 ， 这 古 最 经 
典 的 方式 ， 二 是 使 用 六 王 技 术 ， 即 用 凝 胶 条 或 滤纸 块 的 方法 ， 参 
见 第 二 章 图 3.2。 经 典 上 方法 的 操作 比较 孜 烦 ,电泳 时 间 至 少 需 要 
2 一 4 小时。 使 用 半 干 扩 术 ,操作 简便 ,电泳 时 间 只 项 |! 小 时 去 
H, 但 并 不 影响 分 辨 率 ;本 入 介绍 经 典 的 措 滤 纸 桥 的 方法 ， 在 
4.3.6 节 “实验 考虑 ”中 介绍 最 新 的 半 干 技术 。 


1) 先 将 电极 缓冲 液 加 在 电 瀛 槽 两 侧 的 缓冲 液 惜 中， 打开 冷却 循 
环 系 统 ， 调 攻 温 度 在 4 一 12T 。 视 室温 而 怎 、 

2) 在 冷却 板 上 铺 一 层 煤 油 或 淤 体 石蜡 (冬天 因 液 体 石 蛙 太 烙 稠 ， 
不 宣 使 用 ) ， 再 铺 凝 胶 ， 并 赶 出 气泡 、 使 凝 胶 和 冷却 板 有 很 好 
的 接触 ， 以 排除 电泳 过 程 中 在 凝 胶 上 产生 的 热 。 

3) 用 电极 缓冲 液 浸泡 8~ 10 层 滤 纸 电 极 芯 ， 并 确保 滤纸 之 间 没 
有 和 气泡。 将 泡 好 的 电极 芯 与 凝 胶 搭 接 ， 至 少 重 要 tcm。 为 了 
在 凝 胶 上 两 电极 之 间 得 到 均匀 的 电压 梯度 ， 使 电泳 区 带 于 直 ， 
电极 世 与 凝 胶 搭 接 的 边缘 必须 严格 平行 。 电 极 芯 的 另 -- 端 县 
在 电极 缓冲 液 中 ， 见 图 4.12 . 


加 样 孔 RUE 
| d 


图 4.12 ERIBE R KO HR DK 
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4) 打开 电源 ， 开 始 预 出 泳 ， 以 去 踪 凝 腕 中 的 木 纯 物 质 。 预 电泳 
上 时间 一 般 为 20 分 钟 ， 时 间 过 长 会 产生 电解 产物 。 

5) Ju FÉ. sk ÉD BE Bn TEXEHE ded CR X34). sump TES 
孔 中 ， 域 加 看 合 适 孔径 的 滤纸 块 上 。 加 样 后 ,进行 5 一 10 分 
钟 的 低 电 压低 电流 电泳 【〔 原 电流 的 175 到 1/2)， 以 使 蛋白 质 
A T NUR RS dt A RER 

6) mk. HuEBLPBUEBGÁIBUSBH, AAHS, FRM 
蓝 前 沿 接 近 阳 极 后 , 关 掉 电源 ， 停止 电泳 ， 淮 备 染 色 。 


4.2.4 检测 


常规 聚 内 燃 酰 胺 柳 胶 电泳 后 的 检测 ， 对 于 不 同 的 上 且 和 的， 应 采 
用 不 同 的 检测 方法 。 由 于 这 种 电泳 方法 不 破坏 和 蛋白质 的 生物 活 
性 ， 所 以 可 选用 的 检测 方法 很 多 。 


4.2.4.1 早期 染色 方法 


用 染料 和 生物 大 分 子 结 合 形成 有 色 的 复合 物 是 电泳 后 检测 最 
常用 的 方法。 选用 染料 通常 应 考虑 以 下 疲 求 : 


1) 必须 与 大 分 于 结合 以 形成 一 个 不 溶性 的 ， 有 色 的 ， 紧 密 的 复 
合 物 ， 但 不 结合 到 凝 胶 中 和 支持 膜 上 ， 以 便 从 上 凝 胶 中 除去 ， 
TAA HRA EE EA B BESIURUGE SCELTA c 

2) 染料 必须 容易 溶解 在 对 大 分 子 没 有 影响 的 溶剂 中 ， 以 利于 背 
景 的 脱色 。 

3) 选用 高 吸光 系数 的 染料 有 利于 提高 定量 测定 的 灵敏 度 。 

4) 选用 能 与 大 分 子 有 专 一 性 结合 的 染料 ， 并 在 结合 后 能 产生 不 
癌 的 颜色 ， 这 以 提高 检测 的 选择 性 。 


早期 用 于 蛋白 染色 最 常用 的 染料 是 氮 基 黑 10B (amido black 
10B) 、 茜 黑 12B 200 (naphthalene black 12B 200)、 蔡 酚 蓝 黑 6B 
= 82 ， 
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(naphthol 6B)、 水 牛 黑 (buffalo black), BEA SC 或 SX 
(pontacyl blue black SC or SX), AEA E-S HAT SOH 基 
团 的 酸性 重 氮 化 合 物 ， 所 以 能 被 结合 到 一 白 奈 的 阳 敲 子 基 出 上 ， 
Hj 796 Ni Bg sx 5:5:1 体积 比 的 水 :甲醇 : 冰 酯 酸 的 混合 深 剂 配制 
1% 毛 基 黑 溶液 ， 过 滤 后 备用 。 将 凝 胶 在 染 液 中 浸泡 2 一 6 小 时 ， 
然后 用 +. 述 溶 液 脱 去 背景 。 如 欲 加 如 染色 ， 叮 以 加 温 。 由 于 水 ， 
甲醇 ， 醋 酸 混 合 溶剂 的 轻 度 水 化 作用 ， 凝 胶 有 时 会 收缩， 所 以 需 
要 根据 凝 胶 的 浓度 ， 大 小 和 形状 来 控制 染色 和 和 脱色 的 时 间 。 

使 用 氨基 黑 染 色 会 对 以 后 的 定 呈 测定 带 来 一 些 问题 。 这 是 因 
为 中 不 同 的 蛋白 结合 不 同 量 的 染料 :24.， 可 以 呈现 不 同 的 颜色 ， 
如 蓝 黑 色 或 棕色 !33]。 所 以 每 个 组 分 需要 自己 的 标准 曲线 。 四 桨 
色 的 不 均一 -性 和 高 背景 使 得 用 氨基 黑 染 色 得 到 的 扫 措 面积 不 仪 决 
年 于 蛋白 量 ， 而 有 决定 于 迁移 距离 以 及 区 和 带 和 周围 的 背景 4'351, 
RacusenLl35] 根 据 他 的 实验 数据 ，1mol/L 的 碱 人 性 氨基 酸 结合 0.56 
t0.6 mol/L 的 氨基 黑 ， 建 议 将 电泳 后 的 凝 胶 浸 在 0.01% 氨基 黑 
(在 796 BEBE TP) 中 有 至少 16 小 时 ， 并 加 热 ， 撑 拌 。 加 定量 测定 还 
受 不 同 厂 家 和 批号 的 染料 的 影响 37]. 


4.2.4.2 考 玛 斯 亮 蓝 染色 


在 重 折 染色 方法 中 ， 肯 前 以 考 玛 斯 亮 蓝 染 色 最 为 常用 。 有 因为 
它 妍 克服 了 氨基 黑 染 色 灵 敏 度 不 高 和 进行 定量 扫 措 的 限制 ， 又 比 
4.2.4.3 节 将 介绍 的 银 染 色 方 法 简便 , 

考 玛 斯 亮 蓝 染色 首先 是 由 Fazekas 等 '*1 在 1963 年 用 于 醋酸 


纤维 素 膜 电泳， 并 认为 同样 可 用 于 纸 电 泳 ， 琼 脂 电 泳 和 淀粉 凝 胶 
电泳 。1965 年 Meyer 等 (3”] 将 此 方法 用 于 请 胡 烯 栈 胺 凝 胶 电 泳 。 
检测 灵敏 度 约 为 4 g^. 

考 玛 斯 亮 蓝 (coomassie brilliant blue) R- 250 M=% dE HH 4x 
(triphenylmethane). & 44 f At 8i SO 基 团 ， 偏 酸性 ， 和 和 
氨基 黑 一 样 也 是 结合 在 和 蛋白质 的 碱 人 性 基 团 1。 在 -- 定 pH 时， 这 
种 染料 -蛋白 复合 物 被 完全 解 聚 ] 。 考 玛 斯 亮 蓝 RR- 250 与 不 同 


" 8&3- 
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蛋白 结合 呈现 基 本 相同 的 颜色 ， 并 且 丰 比较 宽 的 范围 内 (15 - 
20ug), HRH BI STEE RT ZTEXR. H- UE, in 
a 尿素 酶 、 线 性 范围 甚至 为 1 ~ 554g 4]。 考 玛 斯 亮 监 又 分 为 
R-250,R- 350, G-250 等 ，R 为 红 蓝 色 ，G 为 蓝 绿色 。 考 玛 斯 
党 蓝 G - 250 EIZ H dE EFE HS (Xylene Cyanine Brilliant Blue), 
是 -种 甲 基 取代 的 一 葵 基 甲烷 、 考 玛 斯 亮 赣 R- 250 和 G - 250 
的 结构 式 如 图 4.13 。 不同 的 配方 ， 不 同 的 染色 方法 适合 于 不 辣 


a) 考场 斯 之 于 R250 


OCH; 


(2) 考 玛 斯 亮 蓝 C250 


CH; 
CoHs 
i — + 
a 
H, | 
gat 
S0; 


OC;H, 


图 4.13 ZUHRA K 
(1) R-250; (2) G- 250 的 结构 式 
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性 质 的 蛋 自 ， 有 关 考 芭 斯 亮 蓝 的 染色 方法 见 Righettil42] 的 综述 。 

考 玛 斯 亮 蓝 有 两 种 染色 方法 ，-- 种 是 先 回 定 ， 再 进行 染色 和 
脱色 。 第 二 种 是 同时 进行 固定 和 染色 ， 再 脱色 。 问 定 液 ， 染 色 
液 ， 脱 色 液 的 配 法 很 多 ， 方 法 也 很 多 。 表 4.8 列 示 三 种 方法 供 参 
考 [4,41， 表 中 方法 一 和 方法 二 固定 较 好 ,方法 二 则 比较 简便 快 
捷 ， 且 在 系统 中 不 使 用 甲醇。 固定 和 染色 的 时 间 ， 特 别 是 后 者 ， 


表 4.8 ZBA R- 250 染色 方法 
Exo 方法 二 5 Fika 
将 57g CARRA | 500ml ZAS + 100ml 冰 20% RRR 
17g W k R Wd 醋酸 +400ml RRK 
150m! Hi BI 3S0ml z& 
馏 本 中 , 氨 拌 到 溶解 
I sg Ehet 全 少 固定 半 小 时 [Lig Sz] Ed 
将 1.25g 考 玛 斯 亮 蓝 0.29g HMAK OR I] 35 dx -— E 
R-250 X Æ 230m HA 2S0 溶 在 250ml 下 述 脱 外 ”法 二 
染色 ”和 230ml 蒸馏 水 中 RA AF 


HE 


I 小 时 后 加 40ml DK RERÉ , 
过 滤 
先 用 下 述 暗 色 液 漂洗 内 。 ”将 染色 液 加 热 至 60UC 
胺 ,再 染色 约 1 小 时 染色 10 分钟 NM 
500ml KARR + 1500ml 250ml 95% 乙醇 + SÜml 同方 法 一 或 方 
95% 乙 醇 , 忌 用 蒸 饮 水 UK A AG PE FE] DICT KC 法 二 
脱色 ”加 至 S00ml HÆ 1000ml 
多 次 更 换 上 脱色 液 ,直至 背 AKEKE tA, 


RUPEE 液 , 直 全 背景 脱 净 为 中 


取决 于 凝 胶 的 厚度 、 和 孔径 及 有 否 支 持 膜 。 固 定 的 时 间 可 以 长 --- 些 。 
染色 时 间 不 宜 过 长 ,否则 增加 脱色 的 困难 。Fishbein041 的 实验 证 
明 , 染 色 时 间 超 过 12 小 时 ,染色 强度 不 会 增加 ， 为 了 加速 染色 和 
脱色 过 程 , 可 加 温和 搅拌 染色 液 和 脱色 液 。 在 染色 后 ,脱色 前 用 赔 


* 85 >» 


PDF 文件 使 用 "pdfFactory" 试用 版 本 创建 www.fineprint.com cn 


色 液 浸 湿 的 覃 化 球 轻 轻 按 洗 闭 胶 表面 ,除去 染料 颗粒 ,可 使 脱色 的 
凝 胶 清晰 明亮 . 这 是 常用 的 扩散 脱色 法 。 如 果 有 条 件 也 可 以 用 电 
洒脱 色 法 。 因为 考 瑟 斯 亮 监 是 阴离子 染料 ,可 将 染色 后 的 北 胶 放 
在 有 和 孔 的 塑料 片 之 阿 ,系统 中 充 以 了 % 酷 酸 。 水 平 电极 置 寺 两 吊 、 
并 与 :个 大 电流 的 电源 相连 接 。 这 样 脱 色 便 可 在 15 一 30 分 钟 内 
完成 。 nn 

最 近 , Sreeramulu 等 3 338 H30.5 mol. S& £g B9 7K A 
CKEESLEO.1--2mol/L) 作为 脱色 液 ， 只 需 2~3 小 时 就 可 看 到 
3 Y € 0 8z ET o 

E T BLEU BORED X By) SEC STS， 所 以 染料 
多- 液 可 以 重复 使 用 。 如 果 贮 液 中 出 现 颗 粒 ， 可 以 过 滤 除 去 。 听 是 
重复 使 用 的 染 液 不 能 控制 浓度 ， 不 利于 定量 测定 。 用 过 的 脱色 液 
可 以 用 活性 加 吸 附 过 村， 以 节省 溶剂 。 

对 碱 性 蛋白 和 低 分 子 量 多 肽 的 检测 ，Steck 等 !6] 认 为 最 好 使 
用 甲醛 南 害 。 因 为 甲醛 能 交 联 和 蛋白 和 聚 丙 烯 酰胺 上 肇 胶 ， 使 蛋白 不 
会 在 染色 时 丢失 、 

考 玛 斯 亮 瞧 染 色 的 第 二 种 方法 是 同时 进行 固定 和 染色 。 考 玛 
斯 亮 蓝 G - 250 常用 这 种 方法 。 这 种 方法 的 特点 是 快 而 简便 ， 有 
时 甚至 不 需 脱 色 .、 灵 敏 度 略 各 于 R - 250, Blakesley 等 :471 报 道 整 
个 洪 色 过 程 只 用 30 分 钟 ， 汪 检测 大 于 lug 的 蛋白 。Vester- 
berg) 介绍 了 一 种 G-250 染色 方法 ， 检 测 泥 敏 度 可 优 于 0.2 pg, 
最 快 染色 过 程 也 只 需 1 小 时 。 在 这 类 方法 中 ， 常 将 考 玛 斯 亮 蓝 溶 
于 三 气 醋 酸 :*~?] 成 过 氯 酚 站] 中 ， 在 这 两 种 溶剂 中 ， 考 乌 斯 亮 
蓝 是 很 难 溶解 的 ， 结 果 形 成 的 主要 是 染料 和 蛋白 质 的 复合 物 ， 所 
以 染色 很 快 。 在 Reisncr 1 的 实验 中 可 以 看 到 染料 在 稀 过 氢 酸 溶 
液 中 和 后 合 到 蛋白 上 时 呈现 的 颜色 变化 ， 且 高 含 赖 氨 酸 的 组 司 白 
由 于 可 溶解 于 过 簧 酸 不 能 被 检测 ， 但 能 选择 性 地 检测 到 富 含 精 氨 
酸 的 组 蛋白 。 表 4.9 列 示 三 种 方法 [42,22] 供 参考 使 用 。 

考 玛 斯 亮 监 G 250 对 小 肽 染色 倍 受 青睐 。 常 用 的 方 
法 153 51 是 将 op gui E dE G- 250 溶解 在 ILAS kH, Bin 

T 
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IL 1mol/L RER. EFE 3 小 时 后 过 滤 ， 此 时 溶液 为 棕色 。 和 再 如 
220ml 10mol/L ARAIA, RA. AI 310ml 100% ARR, 
此 时 溶液 为 蓝 绿色 ， 备用。 将 凝 膀 在 SOC, RR 3 小 时 或 在 室 
涛 过 夜 ， 就 可 犯 到 蓝 绿 色 的 蛋白 带 。 再 用 蒸 饶 水 漂洗 凝 胶 约 1 小 
时 ， 蛋 白带 更 为 清晰 。 使 用 此 方法 能 将 10~15 T SIE BE IPRC HE 
进行 固定 和 染色 。 作 者 曾 用 此 方法 检测 大 米 中 的 醇 溶 蛋白 5 和 
低 分 子 量 的 蝎 毒 蛋白 '*1 结 果 是 非常 理想 的 。 


ao ZAMAK G -250 染色 方法 [3~51] 
方法 方法 


方法 二 


30g XA + 9g 
Biz Wi EK F 186m u B 
IK P, E DC 固定 于 


小 时 


在 LüOmg HANE 
ik G- 250 + 200ml 
水 中 人 乙 慢 加 ,人 7.Srnl 
70%(vxw) f xt 3 


0.0495 BE HE 0.043 ELITR E 
人 -250 游 于 3.5% G- 250 PE 3.5% 
过 气 酸 + 20% 8B IRRF, ZAM 


Simp 1 小 时 , SR SÉ DOE, 
国定 和 染色 


脱色 


酸 , 再 用 水 加 全 
250ml., 搅拌 1 小 对 
DEW por. 


在 60C 染色 30 分 


EE M ie S E) A 
为 止 约 1 一 2 小 时 


So, AERE - 2095 甲醇 


H 0.45pm 的 Md- 
hpore 3i d&, fE 0^ 
fU FH B d X93: 
5 FRR 

EE A R i 90 分 钟 
在 37T 刀鱼 速率 提 
高 2 倍 ” 


REE HERRE 5% 栈 酸 中 ,检测 灵 铀 度 可 提高 3 倍 。 
4.2.4.3 银 染 色 


1979 Æ Switzer 和 Merril 4157581} 7E “Anal. Biochem. " 
上 介绍 了 比 考 玛 斯 亮 蓝 染 色 灵 敏 100 fi 48 S (352, TIU 
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测 小 至 0.38 ng/mn 的 午 血 清白 蛋白 。 这 个 方法 接着 在 1980 年 
H Oakley 等 (进步 发 展 以 达到 简化 黎 序 和 低 消 耗 的 日 的 ， 有 
关 这 个 方法 的 研究 很 多 ， 可 参见 Dunnle 和 Merit" 的 综述 。 
Ohsawa 等 (中 ;报道 了 一 种 改进 的 银 染 方 法 ， 可 检测 小 至 10 Pg 
(Iemiograms, ÆRME, Ew, LA) BUE. dDT BERG 
RERE, BRAHE ANE. 

58 Ze PLI Dc EAR EAKR (WAT) 还 原 成 金属 
银 ， 以 使 银 颗 粒 沉 积 人 在 重 白 带 上 。 用 银 染 焦 白 的 吸光 度 对 它们 的 
浓度 作 图 呈现 不 同 的 估 率 ， 表 明 染 色 的 程度 是 与 甬 袜 中 的 -- 些 特 
殊 基 团 有 有 关 。 研 究 还 表明 碱 性 种 含 硫 氨 基 酸 在 银 染 中 的 重要 
人 性- 全， 折 以 不 含 或 只 含 很 少 胱 氨 酸 残 基 的 蛋白 质 有 时 是 时 负 染 。 
时 前 对 银 当 的 证 内 机 制 还 不 是 非常 清楚 。 

在 银 染 过 程 中 ， 和 集 魏 质 首先 周 要 被 固定 。 固 定 有 了 两 个 作用 ， 
第 :是 把 蛋 负 固定 在 凝 胶 中 或 至 少 足 阻 滞 它 们 在 凝 胶 中 的 扩散 
第 -是 为 了 去 除 干 扰 染 色 过 程 的 物质 ， 如 去 污 剂 ， 还 原 试 剂 和 组 
冲 液 的 成 份 〈《 如 二 氨 酸 )。 常 用 的 固定 齐 有 成 二 醛 !2]、 乙 酵 、 帅 
酬 、 醋 酸 [%4,65] 以 及 二 毛 醋 酸 [%- ， 然 后 将 凝 胶 放 在 银 染 溶液 中 昂 
色 。 

目前 的 银 染 方法 可 以 分 为 两 天 类 、 化 学 显 色 〈chemical de- 
velopment) 和 光 显 色 (photodeve lopment)。 化 学 显 色 方 法 又 进 
一 步 分 为 双 胺 银 染 法 (diamine silver stains) 和 和 非 双 腔 化 学 显 色 
银 染 法 (non-diamine chemical development silver stains), IUR H 
染色 是 用 握 气 化 铵 形成 银 - 双 胺 复合 物 ， 将 固定 后 的 凝 胶 温 泡 在 
这 个 浴 液 中 ， 并 通过 酸化 《通常 用 柠檬 版 ) 使 其 显 像 ， 现 在 被 广 
IAE RI. Oakley 9&0 Wray 的 方法 即 属于 这 一 种 。 

非 双 胺 化 学 有 亚 色 银 染 法 是 将 固定 的 凝 胶 放 在 酸性 的 硝酸 银 
中 ， 在 硝酸 银 和 和 蛋 日 质 发 生 作 用 后 ， 在 碱 性 pH, OH] FP REG Ii BS 
了 化 的 银 成 金属 银 来 达到 显 像 的 日 的 。Sammons 等 :的 报道 的 这 
种 方法 比 Oakley A [59:3 Morrissey! 9?! 的 方法 灵敏 10 信 ， 通 常用 
又 化 (本 样 酸 或 醋酸 ) FIRE. ARRA AE KE RE DE — Jb 
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增强 染色 的 强度 :全 

光 显 色 是 使 用 光 能 还 原 银 离子 成 金属 银 。 因 为 光 能 够 在 酸性 
pH 还 原 银 ， 所 以 _ 旦 渗 歼 被 庙 定 ， 光 显 色 染色 能 使 用 单一 染色 
溶液 ， 而 不 像 化 学 染色 程序 那样 通常 至 少 需 要 两 种 溶液 。 

大 部 分 后 口 使 用 银 于 时 显示 棕色 或 黑色 ， 人 了 但 是 有 有 一些 银 染 方 
法 会 产生 竺 种 凑 色 ,而 日 以 比 可 以 辨别 不 同 的 和 蛋白。 例如 Gold- 
man 等 [全 发现 一 些 脂 蛋白 后 现 蓝 色 ， e EF EMG, LRR 
mE. REDE DINIEAUN. BREN EARANN. 带电 
ARR E dn] e 4b o RR ER X St. EUR, RRE 
胶 中 的 分 布 也 会 影响 显 色 ， 所 以 在 电泳 带 中 的 蛋白 量 也 是 影响 因 
To 

表 4.10 所 未 为 Wray So EAR E Jr 35. EG P EAE GU I 
HREH. BEARDS FRAZER 4 a4. lb. 
HONTE RESE CE di E dS (e Aa DORT ER] GO E EA. Mi EL I BRUM 
比 ， 有 时 能 检测 到 最 小 基 的 蛋白 。 用 这 种 银 染 方法 有 五 种 基本 的 
EW, M. db. ER. ELS HH XX Iri de X o de Ee 
出 可 灵敏 。 


$4.10 ” 双 胺 银 染 方 法 1*71 
O 
1. ARER RRA 5096 8 Ern, mop p o 
2. 配制 溶液 A:0.8g 硝酸 银 洲 在 Ami 无 离 了 于 水 中 ， SERE BE Zr 21m] 0.3696 8 
化 钠 和 1.4ml 新 鲜 杞 制 的 14. Smol L A (rz 
3. 边 搅拌 , 边 滴 儿 滴 溶 液 入 ARA B P. AER FK IE 100mb, 此 溶液 必须 在 
f& Ri TO dU ERE EE ERE DR, 15 分 钟 ,最 好 在 半 人 各 揪 床 上 扳 据 
4 .用 无 离 了 水 漂流 5 分钟. 边 洗 边 振 揪 
S. 将 蜂胶 放 在 显 色 液 中 ,直到 蛋白 带 出 现 。 显 色 液 是 将 2,5ml img S 
9.25ml 37% 中 梧 泥 台 , 用 无 离子 水 加 至 500ml,, 总 色 液 也 必须 在 使 用 前 配置 。 
EARE 10 分 钟 内 显 色 
. 用 无 离子 水 济 洗 稻 胶 后 用 5096 H BEER iE ut ob LS 


C 
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表 4.11 ZERRE] 


OAERTN: 

Gm. 将 1.9g 硝酸 趾 游 解 在 1L 无 离子 本 中 

还 原液 : 将 308g 氢气 化 销 扣 在 LL 无 离子 水 中 ,使 用 前 再 加 7 了.5rnl 3799 E 
KER: 70.5g EX RR PATRE E 10L ER FK p 

2. 配制 思 定 液 (5070 BE, SWAR) VEBERE SEE E DEEP. Ribes E 
XE AGERI ALMA 1:5.5 

3. RH, HES FOK SE SÁGX EE, IK 1 小 时 

. TAE IC CES RRE L T, ONERE ERRERA 1:3 

S. RLA KEE (28 10 ~ 15 X5) URERA., W RRAN 

He. TOMEBE E BI EIHBBLE G DO d on 

如 “1L” 中 所 述 加 申 本 到 还 原液 中 ， 并 立即 将 凝 胶 放 入 此 混合 液 中 ， 在 平台 揪 

床上 播 8 一 10 分 钟 。 凝 胺 与 还 原 流 的 体积 比 为 1:5.5 

. 评 去 还 原液 ， 将 认 胶 放 在 增色 液 中 ， 振 摇 约 1 小 时 ,, 辫 胶 与 增色 液 的 体 知 , 比 
di 1:5.5 

. B EHE ON, HÆ om 

、 更 措 增 色 液 ， 振 扬 过 夜 。 背 景 为 黄色 。 如 果 背 景 太 黑 ， 在 加 甲醛 前 ,将 效 胶 
在 温和 的 还 原液 中 总 2 一 3 分 钟 


— 


D oS 


-I 


oo 


由 于 塑料 容器 可 能 有 痕 量 的 有 机 化 合 物 和 干扰 银 染色 ， 所 以 当 
色 过 程 应 采用 玻璃 容器 。 男 外 ， 水 的 纯化 对 银 染 是 至 关 重 要 的 ， 
应 采用 无 离子 水 ， 并 且 再 用 玻璃 燕 馅 器 蒸 恼 1 一 2 次 。 水 的 电导 
应 小 于 [pmho/cm。 要 注意 试剂 纯度 ， 有 聚合 现象 的 甲 醋 、 戊 二 
梯 不 能 使 用 [41。 凝 胶 最 好 先 照相 ， 再 干燥 保存 。 

银 染 方法 还 在 不 断 改 进 ， 环 要 是 提高 灵敏 度 和 缩短 染色 时 
lal, Berson "使 用 -个 蓝 色 称 序 ， 灵敏 度 比 单 用 化 学 显 色 方法 
增加 3--7 倍 。Blum 等 -利用 改进 的 银 染 方法 可 在 ng 范围 内 检 
WAHRE, RNA 和 DNA， 而 且 污 背景 色 。Granzier721 解 决 了 
大 分 子 (3MDA) WEAH REEM, Kirkeby? 4 BE de 
出 了 一 种 染色 程序 。 所 在 乙 喇 -醋酸 中 预 固定 10 49b, MEH 
和 成- ERRORE 5 分 钟 ， 这 样 就 大 大 缩短 了 梁 色 过 程 的 时 
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[3], Heukcshoven! "75/304 rU 看 SDS i vk H BER 85 s R I 7 
过 程 只 需 1.5 —2 小 时 ， 最 近 ，Swain 等 1 提出 一 种 新 的 染色 程 
序 ， 可 以 达到 高 分 辩 和 无 背景 色 的 目的， 这些 程 序 将 在 第 五 章 中 
介绍 ， 实 际 上 用 于 SDS Ri SK KIR A 0,75 2,38 Hi TEAR DS b 
B SERE B UK a 

在 骏 性 凝 胶 中 进行 组 蛋白 分 离 的 银 染 方 法 可 参见 “Rabilioud 
等 [7 使 用 的 程序 ， 

如 果 用 考 玛 斯 亮 蓝 染色 不 能 检测 到 蛋 台 带 ， 而 背景 十 分 清晰 
的 情况 下 ,可 以 再 进行 银 染 色 。Krausel ”1 用 考 二 斯 亮 蓝 染色 并 
干燥 后 的 上 凝 胶 再 进行 快速 的 银 娄 。 这 个 方法 适用 于 等 电 聚 焦 ， 
SDS 电泳 等 。 见 表 4.12 。 


表 4.12 PRH s 分 钟 快速 银 染 [al 


I. RE. 
KK A; 25g EAE S00ml XU 
Ek B: 1.0g 硝酸 化 ,1.0g a BER 5. 0g tungstosiliic acd, 7ml 37% PR, FB XX 
AJK 1m $3] 500:nI 

2. 使 用 前 混合 Im AR A A 65m 溶液 B。 CHENERECTE RE EISE SIE 
TË, HAKA 

3. H 0.05mol/L HAE, RI BA E EE E R E FERE E R CURE 


WRANG RRE. MARRE 2076 三 所 醋酸 中 。 用 ds% pR 
1096 SACR AL HEPC ZO, SK SAR BERIZRIGUK PE A, IK S HRS E 0.7596 
xq 39g3€S 2 9B, TR, 


4.2.4.4 其 他 染色 方法 


FRA (aniline black) 又 称 尼 格 洛 辛 (nig rosine)， 分 子 式 
为 CasH2zzN3， 在 有 些 情 况 下 也 可 用 于 蛋白 染色 。Leeb??) 用 水 溶性 
的 茉 胶 黑 对 面筋 蛋 抽 《gluten protein) REHAL GEA 
Bf. Coulson 等 "把 它 用 于 检测 免疫 沉淀 反应 后 的 小 麦 内 胚乳 蛋 
白 的 染色 有 特 吻 的 优点 。Aragancilio 4658 的 实验 认为 在 有 些 博 
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BUB, AHENDASEOSA GERNE BUSTA, 

丽 春 红 S (Ponceau S) din] RT EIS EE HGEERE UC. EA 
两 种 形式 : JEL (jana scarlet) WL (acid red); Cousden 9! & 
认为 应 使 用 后 一 种 比较 合适 ， 

快 水 FUF (Fast Green FCF) 3e fA 3T R UJ s Bc Rz ee e n DK Ai 
Bg 2 rri S rif 1-1. HEREBEIE I TE 196 的 快 绿 FCF T4 
iE (用 7% 醋酸 配制 ) 中 约 2 小 时 。 用 了 中 栈 酸 脱 色 ， 其 线性 关 
RE 150 一 200pg 范围 内 。 而 在 同样 情况 下 使 用 氨基 黑 ， 其 线性 
关系 只 在 1 ~ 3xg。 快 绿 FCF 通常 用 于 组 蛋白 的 染色 [3-。 
Gilmore 等 -对 用 氢 氧 化 钠 从 染色 的 蛋白 上 洗 脱 快 绿 ， 缩 短 了 定量 
测定 的 时 间 ， 并 且 不 需 使 用 有 毒 的 有 机 溶剂 。Allen 等 45] 和 Wil. 
sonl 习 J 也 对 快 绿 染色 有 过 报道 。 

Dahlberg 4-591 R] Stains-All (1- ethyl -2- [3 (ethyl naph- 
to [1, 2, d] -thiazolin - 2- ylidine) 2 - methyl - propenyl] - 
naphtho :1, 2, d] 一 thiazolium bromide) 进行 蛋白 染色 ， 这 是 
一 种 光敏 染料 ， 染 色 和 脱色 时 要 避 爹 见 光 ， 和 蛋白 带 呈 红色 。 

KR BIAIS EA 2, 4-. ASESOR (2, 4- dinitrofluc- 
robenzene) B's i d AEN TEER]. HERE RE YE RE AE RETE 
2.59682, 4— Rh EE SCIRE PH 16D, BEBREREHL OL. Hx 
个 方法 检测 牛 血 清 蛋 扬 比 氨基 黑 10B 灵敏 。 用 此 方法 还 可 以 直 
接 测 年 N -末端 的 氨基 酸 残 其 ， 因 而 可 以 得 到 蛋白 质 纯 度 的 信 
HB. 


4.2.4.5 “一些 蛋白 前 染色 方法 


(1) EA 

BE dE E18T DEOR RES EL OK fe Tolg e (coke ES PER 
ER EHEAR M 10B, pka FCR, (En pm 
R - 250-%- 都 能 用 于 电泳 后 检测 糖 蛋 白 ， 还 有 -- 些 方法 是 基于 与 
糖 的 部 分 的 反应 。 过 去 常用 的 方法 是 利用 品 红 (fuchsin) AE 8t 
Be 希 夫 氏 试 剂 (periodic-Schiffs reagent) 染色 ,简称 DAS 3 
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&-"!, Mathieu 等 [2 改进 了 PAS 染色 方法 ,使 染色 强度 在 2 小 
时 肉 迅 增强， 然后 再 在 8 小 时 缓 赐 增 蝇 ， 改 进 所 的 方法 其 灵敏 
度 比 诛 来 高 2 倍 。 染 色 带 在 S20nm 拉 描 ,不同 的 糖 蛋 白 其 峰 的 
面积 和 含量 的 线性 关系 呈现 不 同 的 斜率 。 所 以 为 了 定量 需要 ， 娄 
严格 使 用 相应 的 标准 此 线 。Wardi SEU? 和 Eckhardt 414 tt pi ut 
T PAS 方法 。 前 首 可 检测 至 2 一 3ug HAEN, ar UU RT E w S 
40ng HREH, Alcian 蓝 《Aician Blue) 染色 能 用 于 酸性 糖 蛋白 
的 检测 !595,%]。 

外 源 凝 集 素 和 碳水 化 合 物 的 专 一 相互 作用 是 检测 糖 蛋 白 的 一 
种 温和 的 方法 。 这 种 方法 ("31 使 用 荧光 素 异 硫 氰 酸 盐 《Fluo- 
rescein isothiocyanate, FITC) dk id ^b W XE f& X. 将 凝 胶 在 
pH7.0 ZAZ FEE 12 小 时 ， 用 相同 的 缓冲 液 赔 色 。FJTC 
溶液 能 被 重复 使 用 3 次 。 在 4C ， 荧 光 削 白带 至 少 能 在 紫外 灯 下 
可 见 一 个 月 。 灵 敏 度 约 为 100ng， 取决 于 与 外 源 凝 集 素 结合 的 碳 
水 化 合 物 。FITC -外 源 凝 集 素 可 以 从 市 场 上 买 到 ， 也 河 以 自己 制 
备 。 用 荧光 方法 从 糖 基 检测 糖 组 白 的 方法 参见 4.2.4.7 节 。 

{ERRARE (dansyl-hydrazine) 的 方法 可 以 灵敏 地 检测 低 
至 40ng 的 碳水 化 合 物 [%]。 另 一 种 百 里 酚 - 硫 酸 {thymol-sulfuric 
acid) X UNU 也 具有 类 似 的 灵敏 度 。 用 荧光 标 
jgb9.97-99.102;. 放射 性 标记 六 1 或 酶 联 反 应 中 ~11 和 都 可 以 得 
到 理想 的 灵敏 度 。 但 在 聚 丙 烯 栈 上 胺 凝 胶 电泳 中 检测 糖 蛋 白 最 灵敏 
的 方法 还 是 银 染 色 。Dubray'1 用 银 染 色 得 色 的 灵敏 度 比 PAS 法 
高 60 倍 ， 最 低 检 测量 可 低 人 至 0.4 ngo 

(2) 磷 蛋 白 

Green 等 21 用 阳 离 和 碳化 青 (cationic carbocyanine) 作为 磷 
重 白 的 染料 ， 这 种 染料 可 以 在 酸性 介质 中 成 有 尿素 存在 时 使 用 。 
染色 后 得 到 蓝 色 的 带 可 用 下 扫描 。 

检测 磷 包 白 最 淡 敏 的 方法 是 使 用 放射 性 标记 ”<P。 但 在 此 同 
I. 脂 类 裙 核酸 也 会 被 标 证 ， 所 以 在 电泳 前 还 必须 先 分 离 除去 ， 
kE- ERE SUE. 
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3E KIT TE 93 25 1 873 UE ERE A LURE CHEER SE BORA AC Centrap- 
ment of liberated phosphate, (EK ELP) 最 为 常用 (13-， 它 取决 于 
在 有 氧化 钙 时 ， 和 蛋 晶 质 伐 酸 酯 键 的 碱 水 解 产 生 的 不 溶性 硫酸 钻 柑 
BEROP A, AMF ERRE, 1nmo/L 的 磷酸 盐 便 能 给 出 
TRURO. ELP 方法 的 改进 是 基于 形成 一 个 不 溶性 的 罗 入 
明 B-EEREREE (rhodamine B- phosphomolybdate), R 8E HE MEIN 
5 2-34, S IRI (OUI SE ELS, Jie — e JEPERE IT US 
红 能 同时 被 染色 5]。 上 述 的 stains-all X 1 96 7 up je t RE E 
mf, ERE EPEAILÉ. BERALA E —TE^8 B, 
HAREE, DNA 和 RNA ULSEBER LUIS 6,,. Hox SET ELP 
方法 。 用 电泳 转移 '06 和 对 酸性 磷 蛋 白 的 三 价 金属 鳌 合 作用 也 可 
以 检测 磷 蛋 白 113'107,， 

(3) Mà 

EERE LA f HIS MRED. US T ERIT E MER, 
通常 在 电泳 前 进行 预 染 色 .。 苏 丹 黑 B (Sudan black B) 是 常用 的 
染料 。 电 泳 后 用 苏丹 黑 昌 业 色 可 采用 Pratlgl 的 方法 。 尽 管 银 染 
色 对 脂 蛋 染色 缺乏 专 一 性 ， 但 它 是 最 灵敏 的 [S1191。 

最 近 ，Smejkal 等 i120- 报道 了 一 种 双 染 方法 ， 先 用 染料 《Fil- 
ipin) E 37 蕊 染色 5 分 钟 ， 可 检测 低 至 20ng 的 低 密度 腊 人 蛋白， 
随后 册 进 行 考 玛 斯 充 牙 染色 ,检测 其 他 蛋白 。 这 是- -和 神 发 荧光 的 
染料 ,灵敏度 高 ， 染 色 速 度 快 ， 并 朋 不 会 影响 随后 的 考 翅 斯 亮 蓝 
染色 ,这 样 使 可 在 一 块 凝 胶 上 同时 检测 脂 蛋 白 和 其 他 蛋白 。 

(4) da £r Erde RC 

血红 和 蛋 归 ， 转 铁 蛋 所 和 其 他 含 铁 离子 的 蛋白 能 用 多 种 方法 检 
测 。Ciarkel34 用 含有 联 葵 胺 和 0.2 ml 醋酸 溶解 在 100ml 水 中 、 
PER 30% 过 氧化 氨 处 理 ，30 分 钟 后 出 现 蓝 带 。 

4，7- 二 茶 - 1，10 -ẸBI (4, 7 一 diphenyl- 1, 10- 
phenanthroline) dé fS Bl 2r PESE T9 3 Sc GAURIUT o EWERERETE Y 
410.01 96 3E RRO. 02 % 栈 酸 钠 溶液 中 绪 1~2 小 时 ， 吉 0.1 ml 
琶 基 酯 酸 盐 。 几 分 钟 后 用 295 ERG E DE ERES EE F1 Ef 
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带 。 

用 普 售 :FE 蓝 《prussian blue) Ej D 检测 铁 合 白 的 方法 相当 
简便 。 将 许 胶 浸 在 洲 于 2% 盐酸 中 的 2% 普鲁士 蓝 溶液 中 约 1 小 
Hi, AE ARKEN ET 

血红 蛋白 和 珠 蛋白 复合 物 的 染色 可 以 腹 联 苯胺 :34 、 四 甲 基 
RE Rk (tetra methylbenzidine ) 25! f JL Æ 5&  ( leucomalachite 
green) SiR, MOARA E, HLUU HE EERKCAE RE He G6 RUN 
^ ”能 保存 。 孔 省 绿 染 色 昌 灵敏 度 不 恕 前者， 但 操作 方便 。 将 1g fL 

党 绿 溶解 在 100ml PK EE A 150ml Z&TBUZKCE RIED): AR, EE 

至 染 液 元 色 ， 保 存在 4 备用 。 将 凝 胶 在 染 液 中 染 10 4 BB, PE 

转移 到 2% 过 氧化 氢 或 硼酸 钠 的 饱和 溶液 中 ， 直 至 显示 出 蛋白 带 

为 止 。 

(5) 铜 蛋白 和 其 他 蛋白 
含 铜 蛋白 可 以 用 背 素 蓝 S 《alizalin S) 26 检测 ， 蓝 色 的 带 表 

示 铜 的 存在 。 检 测 含 铜 疏 白 的 另 - 种 方法 是 将 凝 胶 放 在 

0.2 mol/L?É DE A tH 3 小 时 。 接 着 再 放 在 含有 0.1 %2, 2- 

ÆT (2、2 -bisquinoline) 的 冰 醋 酸 中 ， 品 红色 才 示 有 铜 蛋白 

的 存在 -127 ， 

Moens 等 012 发展 了 一 种 检测 后 时 激素 运 截 蛋 白 (neuro- 
physins) 的 方法 ， 这 种 方法 是 用 醛 缩 品 红 反 应 ， 可 专门 用 于 检测 

FR DC SCIRE x HRE ET, 


4.2.4.6 JIKE 


由 于 网 工 酶 谱 的 分 梧 比 蛋白 电泳 谱 的 分 析 要 容易 得 多 ， 且 同 
工 酶 谱 在 基础 研究 利 农 、 林 、 蒋 、 列 、 渔 、 医 、 药 、 食 品 分 析 中 
应 用 十 分 广泛 ， 所 以 是 -种 非常 有 用 的 检 剖 方法 。 

Tà HUR PI HR OEH KE BE t VK KO E REF ETE DERE n RT DUR 
持 重 拍 质 的 生物 活性 ， 包 括 酶 活性 ， 这 就 给 常规 聚 丙烯 栈 胺 凝 胶 
电汇 的 河 工 酶 检测 创造 了 最 基本 的 条 件 ， 纵 然 如 此 还 必须 避 使 电 
o ubEUPIB 二 篆 件 不 适 击 产生 的 蛋白 变性 ， 所 以 要 选择 合适 的 组 
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RA (包括 pH AN 子 强 度 ); 对 热 敏 感 的 隆 在 电泳 过 程 中 要 
使用 冷 印 系统 ; EHARA, KALME, KAKER DTR. 
所 以 必须 尽 可 能 快 地 进行 局 工 酶 的 染色 . 

同 1. 厂 染色 方法 可 以 分 为 风 类 : 

b) ZANTE i EHRE, RAHETERA m 
PIRITI RER. BEAT, AREE E E B. xx 
方法 适合 大 体积 的 样品 的 分 析 -。 如 果 活 性 带 紧 靠 ， 见 会 影响 

2) 在 休 些 情况 下 ， 由 于 酶 的 催化 反应 使 无 色 的 物质 化 学 转换 成 
4G EL, WERE. NE ZR NS AS SERES II 2 SUE TE 
gig fo RR NRES. BAGENMURH STA ES. UG PEUX Ut fa [er 
换 : 一 是 将 凝 胶 浸 泡 在 全 有 底 物 和 重 握 盐 的 洲 液 中 染色 ; 一 
是 先 糙 装 胶 误 泡 在 底 物 组 证 深 波 中 ， 然 后 再 转移 到 重 氮 洲 波 
E. WA A “i e a AY E (simultaneous coupling 
merhod) ， 后 者 称 为 “温浴 后 -捕获 方法 (postincubation-cap- 
ture method)”.， 前 一 种 方法 较 好 ， 因 为 不 容易 扩散 ， 并 且 不 
需要 作 绸 -次 保温 ， 

3) 后 物 或 5' 物 包涵 技术 (substrate or primer inclusion. tech- 

nique)。 有 时 大 分 子 底 物 或 引物 很 准 进 入 凝 胶 ， 所 以 天 分 子 

床 物 与 杉 的 反应 只 能 在 凝 胶 表 面 上 进行 。 为 了 克服 此 问题 ， 

在 灌注 党 胺 时 可 以 将 大 分 于 底 物 配 在 凝 膀 中 再 进行 电泳 。 电 

洒 后 将 活 胶 浸泡 在 合适 pH 的 缓冲 液 中 ， 对 大 分 子 底 物 染色 。 

脱色 后 ， 有 人 色 的 带 便 是 有 了 旷 酒 性 的 带 。 使 用 这 个 技术 有 两 个 

卓 雪 的 规则 需要 注意 ， 即 底 物 让 电泳 时 必须 不 迁移 ， 不 降 

解 。 如 果 核 酸 被 扣 在 对 丙烯 毗 肢 凝 胶 中 ， 不 会 出 现 问题 ， 因 

为 能 使 重 口 质 迁 移 的 合适 的 凝 胶 浓 度 不 能 使 核酸 分 子 移动 ， 

所 以 用 DNA 和 RNA 作为 底 物 使 用 这 种 技术 可 检测 核糖 核酸 

黎 或 作为 引物 可 检测 DNA 4A NM. 

Hc SERE dE UR. (indicator gel technique). KAHRA M FE 

ARIT HER R B M nA ADR C EE NER DE. 5b HH Ko 
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子 底 物 检 测 酶 活性 ， 可 在 电泳 后 使 用 含有 底 物 的 指示 胶 。 合 
适 的 缓冲 液 及 辅助 因子 和 分 离 胶 的 了 商 个 表面 接触 ， 保 温 这 个 
“三 明治 ”， 再 对 分 离 胶 中 的 酶 染色 ， 这 个 方法 使 酶 带 的 位 置 
接触 染色 。 指 示 胶 道 常 由 证 粉 或 琼脂 组 成 ， 有 时 还 可 以 用 滤 
纸 ， 很 少 用 丙烯 酰 验 。 这 个 技术 也 可 用 于 与 低 分 子 量 底 物 结 
合 的 酶 的 检测 、 

在 有 的 情况 下 酶 的 检测 要 通过 -个 辅助 酶 的 转换 而 产生 颜色 . 
在 电泳 后 检测 酶 时 ， 央 催化 反应 介质 的 pH 是 非常 重要 的 。 
如 有 果 电 泳 是 在 远离 合适 酶 反应 的 pH 完成 的 。 那 么 在 检测 前 
应 将 酶 放 在 合适 pH 的 冷 的 缓冲 液 中 ， 用 凝 胶 扫 描 仪 扫描 问 
工 酶 谱 ， 其 吸收 贬 面 积 即 表 示人 酶 的 活性 。 也 可 以 在 缓冲 液 中 
洗 脱 酶 带 ， 再 在 分 光 光 度 计 上 上 测量 酶 活性 。 后 者 方法 麻烦 ， 
斤 不 准确 。 经 典 方 法 测量 酶 活性 ， 其 艇 的 量 有 是 AREN P. 
在 凝 蒋 中 测定 酶 活性 ， 底 物 必须 扩散 到 凝 胶 中 。 底 物 进 入 凝 
胶 的 比例 决定 了 底 物 的 浓度 。 如 果 在 保温 混合 液 中 ， 底 物 浓 
虐 逐 渐 减 少 ， 则 进入 凝 胶 的 底 物 也 会 逐渐 减少 。 为 了 避免 这 
种 情况 ， 必 须 使 用 大 体积 的 反应 混合 液 。 底 物 的 转换 开始 于 
底 物 和 酶 的 接触 。 在 凝 胶 中 某 一 点 底 物 的 浓度 决定 于 底 物 的 
比例 和 酶 反应 的 速率 。 没 有 反应 的 底 物 分 子 进入 凝 胶 的 深层 ， 
由 于 高 酶 浓度 的 影响 ， 它 们 将 很 快 的 转换 ， 所 以 底 物 不 仅 能 
从 洗 胶 表面 直接 垂直 地 和 酶 带 接触 ， 而 且 能 从 带 的 侧面 接触 ， 
而 且 酶 分 子 可 以 在 保温 时 被 固定 ， 但 也 可 能 在 保温 时 扩散 出 
来 ， 其 结果 可 能 在 酶 带 的 辣 畦 形成 一 个 边缘 。 这 种 边缘 的 形 
成 会 引起 扫描 时 的 误 关 ,所 以 酶 谱 的 定量 测定 不 像 一 般 蛋 白 
诺 ， 必 须 谨 愤 ， 当 然 大 部 分 情况 下 ， ux pag S 
虹 的 面积 是 有 线性 关系 的 ， 

Fritz 等 59 在 实验 中 观察 乳酸 脱 氨 莉 问 工 酶 的 基 决 定 于 电泳 
时 所 可 的 蛋白 量 、 但 是 用 电泳 方法 测量 的 比例 和 用 其 他 方法 得 到 
Mim. TRARRE, DR SOIT ADRS B 
BTE, ix VT SEE UD BK BUR EE A dd. Cremer & 19 
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在 6 - 碰 酸 裔 和 葡 糖 赔 氨 酶 的 实验 中 却 没 有 观察 到 这 种 现象 ， 这 可 
能 是 因为 斌 物 、 辅 酶 和 侦 联 试剂 等 很 快 进入 凝 胺 的 原因 。 

脱 措 酶 类 的 染色 适 常 是 将 凝 胶 浸泡 在 作为 最 终 电子 受 体 的 四 
Wh (H) dk (retrazolium salt) 溶液 中 ， 如 硝 基 蓝 四 哄 欠 (ni- 
trobiue tetrazolium., NBT), H! Æ: E M pu pi ES (methyl thiazolyl 
tetra zolim, MTT) sl fro Ai B3 VILE ES dk If ES IP ER GL) 
"BH (formazan); P E 8 Eg P Ei ( phenazine methosulfate, 
PMS) fiBigt E A vb ES RR B sy NC, E H DU IE 85 2c (R1 ES SUL 17 
ATRA., KAE ECAR, BrULTSSETERESE PARo 

IK ft f 26 OK. H CE I8 I S REP E DAE E RR E R P7072 BR 
HU AE €,HI eX oe YGET APER Ra SERM. DEBEO RU [n] Ag 3E E DIEUR 
能 使 用 这 个 方法 ,通常 同时 需要 -个 偶 联 酶 ， 以 检测 其 混合 物 。 
由 于 偶 联 酶 很 难 进 入 聚 夫 烯 酰胺 凝 胶 ， 仅 能 在 凝 胶 表面 产生 上 烙 
色 ， 常 常用 琼 弟 糖 ， 琼 脂 或 聚 酯 膜 铺 存 案 丙烯 酰胺 凝 胶 表面 来 完 
成 反应 。 

HERR ECET TEF (eugenol) MIRER (tetra- 
base) KERA WEER RBR, WEERA o - 联 苏 香 胺 
(o-dianisidine)。 并 且 越 来 越 普 遍 的 是 使 用 区 光标 记 物 质 ， 如 全 
形 化 合 物 《umbelliferyl) 或 对 磺 栈 入 生物 。 

有 关 同 工 酶 的 文章 和 出 版 物 很 多 。 时 在 1970 年 Shaw 5670€ 
便 列 示 了 各 种 同 工 酶 的 染色 配方 。 以 后 Harris 和 Hopkinson!!! 
也 给 出 了 同 工 酶 的 染色 方法 ， 并 用 逐年 不 断 增 补 。 有 时 - -种 酶 可 
以 有 几 种 不 同 的 染色 方法 。 且 用 于 演 粉 凝 胶 的 方法 可 同样 用 卫 聚 
丙烯 酰胺 凝 胶 。Rothe $1091, Heeb 等 [0341 对 对 丙烯 酰胺 凝 胶 回 
了 工 酶 的 染色 方法 进行 了 综述 。Gaal 88:0; fp ipie fF & Jefa] v. 
E, ORRAK, IRLARA. HEX, RERA., kA 
ER., ERGA., FIEX., E AKK MARRE n 3e. EER 
方法 。Harnes SD] E MER 2 PAR TE LO EIS) CRER f y 
法 的 文献 

近年 来 人头 同 . 散 染 色 的 技术 仍 在 不 断 发 展 。Vargiee 等 :137 
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在 变性 或 不 变性 的 聚 丙 炳 酰胺 龊 胶 电 沪 后 ， 用 a- 莹 吡 喃 葡 莓 糖 
Ë (a- naphthylglucopyranoside) 作 底 物 ， 酶 反应 得 到 的 a -蔡琴 
用 快 红 B (Fast Red B) 或 快 蓝 BB (Fast Blue BB). 染色 ,快速 而 
简单 地 测定 了 外 -8 -1，3 葡 聚 糖 酶 (exo- B- 1, 3- glucanase) 
的 活性 。Kalix 等 3] 用 含有 底 物 其 甲 基 - curdlan (一 种 和 染料 
Remazol Æ (RBB) 交 联 的 多 糖 ) AIER EC EPIS CIE ERE 
EK, 电泳 后 便 下 直接 得 到 植物 某 取 液 中 多 个 8B- 1，3- 葡 聚 糖 
酶 同 工 酶 带 的 相对 定位 ， 并 可 同时 测定 酶 活性 。8 -和 莘 聚 糖 降解 
同 工 酶 (8-glucan degrading isozymes) 是 大 麦 中 8B- 葡 聚 糖水 解 
HE- - 杉 。 对 其 多 型 性 可 用 售 有 8B - 葡 聚 糖 (8 一 glucan) HEK 
EHE (lichenan) HAR EA, HARZ (Congo Red) 染色 便 
可 得 到 清晰 的 同 工 酶 带 !13]。 利 用 葡萄 糖 ， 果 糖 ， 甘 露 糖 和 葡萄 
糖 - 1 - 磷 骏 盐 的 释放 活性 ， 可 在 电泳 后 检 流 糖 背 酶 和 糖 基 转 移 
E. l 

HAR N - 甲 基 转移 钥 (glycine-N-methyl transferase) 是 大 
量 存在 于 哺乳 动物 肝脏 中 的 一 种 蛋白 。Santosl140] 介 绍 了 -pit 
一 的 酶 谱 检 测 方法 。 这 是 通过 甘氨酸 的 甲 基 化 作用 产生 的 肌 氨 酸 
来 检测 的 ， 

peyronel 等 0141 用 偶 氨 酷 蛋 白 (azocasein) 在 电泳 后 检测 蛋 
户 酶 ， 方 法 十 分 简单 快捷 。 电 泳 后 将 凝 胶 保 温 在 有 三 毛 酶 酸 的 偶 
氨 酷 重 电 洲 液 中 ， 青 用 氧 氧 化 钠 处 理 ， 便 可 在 袜 色 背景 上 得 到 无 
色 的 带 。 凝 胶 可 在 三 所 醋酸 中 保存 几 个 月 ， 这 个 技术 对 丝氨酸 蛋 
百 酶 、 屋 性 和 蛋白酶 和 人 金属 蛋白 酶 的 检测 可 以 得 到 很 好 的 结果 。 其 
至 可 在 SDS 电泳 后 检测 。 炙 敏 度 可 达 亚 微克 量 水 平 。 

King 等 !21 详 细 地 给 出 了 得 到 高 分 辨 宇 瓜 氨 又 同 工 酶 的 各 种 
电泳 条 件 ， 包 括 缓冲 系统 ， 凝 胶 配 制 ， 样 品 蔡 取 ， 电 泳 条 件 和 定 
性 ， 和 定量 检测 方法 。 

Alonso 41141472T (ruthenium red) 在 20 分 钟 到 1 小 时 内 
简便 并 灵敏 地 检测 果 胶 酯 酶 (pectin esterase )。 作 者 等 LN4] 用 发 
KIERRE HRN TAMARA HAN D PUR PE ERE RE, 
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Karssen 等 95] 通过 酯 酶 和 蕴 果 酸 脱氧 酸 的 分 析 来 辨别 上 豆 中 的 
H (cast) 和 根 - 团 -线虫 《root-knot-nematodes)。 

碱 性 核糖 核酸 酶 的 检测 可 以 将 含有 底 物 RNA UR EO SE 
(ethidium nromide) I faul be T ERE s TEDERE Furio OO T 
达 0.5ng， 并 可 同时 进行 核糖 核酸 酶 的 抑制 实验 ::*|，Ran- 
deniyal1*" 用 上 雍 染 和 免疫 方法 检测 了 松柏 醇 所 化 酶 ( coniferylalco- 
hol exidase) 和 等 电 点 约 为 9 的 漆 酶 (laccases): 

Aledo 151 4E x4 St 3 ELTE TAUBP ZI [8] 3 E. (Triton X 100 和 
CHAPS) 中 进行 卫 丙 烯 酰 胶 凝 胶 电 访 后 ， 基 于 谷 氨 酰 胶 酶 的 活 
性 用 新 的 方法 检测 了 膜 蛋白 中 的 酶 的 存在 ， 最 小 检测 量 为 1~Skg 
的 PAG {phosphate-activated glutaminase) 活性 。 

闻 工 酶 染色 方法 适用 于 各 种 电 访 ,包括 常规 聚 丙烯 栈 腕 凝 胶 
电泳 、 等 电 肾 焦 、 滴 定 曲线 ， 有 时 甚至 还 适用 于 SDS 电泳 ， 


4.2.4.7 荧光 探 针 法 


与 同位 素 标 记 的 放射 性 检测 方法 相 比 ， 荧 光 探 针 方法 虽然 在 
天 敏 度 寺 稍 有 人 还 色 ， 但 它 标记 时 不 需要 合成 ， 检 测 手段 方便 ， 更 
没有 放射 件 的 危险 ， 所 以 蛋白 质 检测 ， 共 全 核酸 检测 都 尽 可 能 避 
兔 使 用 放射 性 方法 。 如 核酸 定 序 过 去 都 采用 放射 白 显 影 方法 ， 而 
卉 在 则 和 采用 激光 荧光 方法 便 是 实例 。 

荧光 探 针 实际 上 也 是 -种 蛋白 染色 ， 其 特点 是 染料 本 身 或 反 
应 产物 必须 是 发 荧光 的 。 荧 光 探 针 方 法 可 分 为 电泳 前 预 标记 和 电 
访 后 于 标记 丙种 方法 ， 电 瀛 盘 预 标记 蛋白 的 方法 最 早 使 用 的 荧光 
IRA EF WAER (dansyl chloride) 443.50- ， 后 来 用 的 比较 才 的 是 
ACH (fluorescamine). RÆ :4 - phenylspiro [furan - 2 
(3H), 1 phthalan] ^ 3, 3°- dione]?! -5* ,. Bg i i de GRE 
MEKE YEA EEG, RAEE ERO REOS, XU 
就 不 会 有 灾 光 背景 的 问题 ， 所 以 它 最 主要 的 优点 是 检测 灵敏 度 
高 ， 约 Sng 的 代 户 便 开 在 暗 窜 中 用 紫外 灯 检 测 。 它 的 缺点 是 当 它 
MEGRE EUM, ERES ROUES AE E, USD ARDUIS TR 
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白 在 常规 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 和 SDS 电泳 中 的 迁移 率 [154- 。 哩 然 
也 有 作者 观察 到 此 蛋白 的 迁移 率 RI 和 以 10 为 底 的 分 子 量 的 对 数 
仍然 有 线性 关系 '51]. 

KERA MDPF ， 全 称 2 -中 氧 基 - 2，4- 二 葵 -3 (2H) -Ik 
i {2 - methoxy- 2, 4- diphenyl - 3 (2H) - furanone) (32 555. 150) 
RITET Je Bb UTR H AI DG TE R VS e NE EE REP BER RSEUL TH, 
[B oc GRE HB CERE24 小 时 。 使 用 MDPF 作 探 剂 时 ， 和 蛋白 的 迁移 
率 和 log10 分 子 基 之 间 的 线性 关系 在 1 — 500ng 范围 内 。DACM 
即 [LN- (7- 二 甲 基 胺 -4- 甲 基 香 豆 素 ) 马 来 酰 亚 胺 [EN - (7 
dimethylamino - 4 - methylcoumariny) maleimide] 5: £l OPA Bp o 
-Sp3 PRT (o- phthaldialdehyde) 5946 aj fe Xj & P4 84 Fixe 
JGRISOBSHRCRI S OPA HIR RE EEG RE 10 倍 。 

OPA 9.190: 393 yc ge 161! ti aT FE. Y- Ha OUS 9 2 CA 2€ IER Le 
OPA fl ANSUS!, (1—XEt- 8 SERERE SE. 1- aniline - 8 - naph- 
thalene sulphonate) 可 用 于 制备 凝 胶 电 水 后 蛋白 带 的 迅速 定位 ; 
使 用 OPA JE XO ERI IR] HE 方法 是 将 电泳 的 凝 胶 浸 泡 在 BE- 区 基 
乙醇 溶液 (每 100ml 0.1 mol/L pH8.S 巴 比 妥 钠 缓冲 液 或 磷酸 组 
"pH 70-8001 g-383E 2,88) 中 约 10—25 分 钟 。 在 OPA R i 
(在 2ml 甲醇 中 加 20mg OPA) 中 暗 环境 放置 15 分 钟 便 可 用 紫外 
灯 在 365nm 观察 荧光 带 。 使 用 ANS 的 简便 方法 是 将 凝 胶 漫 在 
0.003 % (w/v) ANSM0.LmoL pH 6.8 磷酸 缓冲 液 中 约 5-~ 10 
分 钟 便 可 在 紫外 灯 下 观察 荧光 带 。 但 是 这 种 方法 不 灵敏 .大 于 
20pg 的 蛋白 才能 呈现 荧光 。 

Bis-ANS， 全 称 DX (8 -对 - 甲 茶 氨 基 - 1 - 茜 磺 酸 盐 )]，[bis 
(8 - p- toluidino - 1 ^ naphthalene sulphonate) ]. 已 被 报道 在 SDS 
电泳 后 册 于 检测 比 ANS xf, TrxdCHE EHE . (metes 
存在 时 ，0.5 pg SIRE E SII. OPA 则 更 灵敏 ， 芍 
0.25 ug 的 皇 白 便 能 在 业 外 杂 下 见 到 ， 且 大 部 分 艇 的 活性 仍 被 保 
持 059] 

利用 绽 光 湾 天 的 原理 也 能 灵敏 地 检测 蛋白 带 。 有 时 电泳 后 用 
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紫外 灯 也 可 以 直接 观察 到 蛋白 带 而 不 需要 加 任何 探 剂 ,但 只 有 富 
含 色 氨 酸 的 蛋白 才能 进行 荧光 的 直接 观察 

正如 4.2.4.6 节 所 述 ， 日 前 在 交工 酶 染色 中 使 用 荧光 标记 越 
KRR, HESA AER RREH N E EEES H KER 
HAMRE EDS KS TERRE ARB De B-11, 3-4 RI 
Bj DS xg o — 05 R PEE [8] 18 O97 c i T HR 9627 2E II 

出 于 基础 科学 研究 的 需要 和 市 场 的 兴趣 ， 关 于 糖化 物 的 结构 
与 鳃 能 古 究 于 受到 人 们 的 关注 。 而 荧光 标记 糖化 物 的 电泳 分 析 是 
一 个 高 分 辩 和 灵敏 的 方法 .Jacksonll64,165 对 此 进行 了 专门 的 论 
R, 

虽然 荧光 检测 方法 是 -种 灵敏 而 又 方便 的 方法 ， 但 并 没有 像 
考 玛 斯 亮 上 下、 银 染 和 各 种 同 工 酶 染色 那样 被 广泛 采用 ， 这 了 可 能 是 
上 于 保存 结果 困难 且 受 扫描 设备 限制 的 原因 ， 因 为 照相 结果 不 理 
想 和 一 些 商 品 凝 胶 扫 找 仪 不 能 进行 荧光 扫描 。 


4.2.4.8 ”免疫 方法 


只 放 具 有 单 特 蜡 性 抗体 ， 使 用 免疫 方法 检测 是 比较 简便 而 又 
具有 专 一 性 的 方法 。 将 电泳 后 的 疑 胶 用 含有 专 --- 性 抗体 的 溶液 浸 
Wb, R, BAHH IgG 锡 联 到 辣 根 过 氧化 物 酶 上 (horseradish 
peroxidase) H 6€]... 进一步 在 3, 3'7- ZAFERE (3, 3- diam in- 
obenzidine) Hid 544b S rb fid, WR- TER d SCENE RC 19 39 
像 染 色 的 蛋白 带 一 样 清晰 可 见 。 当 然 更 灵敏 的 方法 是 用 放射 性 标 
记 的 抗体 与 凝 胶 中 的 抗原 反应 。 采 用 双 抗 体 方法 则 更 为 专 一 尼 。 

比较 简便 的 方法 是 将 含有 抗体 的 琼脂 糖 凝 通 直接 铺 在 聚 再 烯 
栈 胶 凝 胶 表面 ， 接 着 进行 电泳 。 抗 原 从 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 扩散 出 
去 和 琼脂 糖 中 的 抗体 发 生 反 应 ， 产 生 免 疫 沉 淀 谱 型 ， 叫 做 免疫 复 
f (immunoreplica) 167 ， 然 后 用 前 述 方 法 染色 或 用 放射 性 标记 
的 蛋白 A 检测 S, Eur Flesch 等 [1691 将 细胞 表面 蛋白 进行 生物 
HWER (biotinylatien) 和 免疫 沉淀 (immunoprecipitation) 后 电 
湾 米 鉴别 细胞 表面 抗原 。 

emo 


PDF 文件 使 用 "pdfFactory" 试用 版 本 创建 www.fineprint.com cn 


现在 最 常用 的 方法 是 将 电泳 分 离 后 的 蛋白 抗原 通过 电 广 印迹 
(electroblotting) ， 转 移 到 一 种 膜 或 滤纸 上 ， 然 后 用 合适 的 抗体 进 
ITERA] (immunoassay), A AREI (immunoblotting) o 
一 些 同 工 酶 染色 的 方法 ， 也 同时 采用 了 免疫 转移 方法 ， 旭 松 相 醇 
KARAER], WIER A 8- 葡 聚 糖 降解 酶 0121。Ki- 
do 等 501 对 Gc 的 检测 和 Suen SE LU s gc EE dk (antigen. cap- 
ture) 的 检测 也 采用 了 免疫 转移 。 

免疫 检测 最 为 简单 的 方法 是 将 含有 抗体 的 滤纸 、 醋 酸 纤维 素 
膜 或 琼脂 糖 疙 朋 直接 银 在 电泳 后 的 聚 峻 烯 酰胺 凝 胶 上 ， 保 漫 并进 
TEARRE, DARRE AAE 《immunefixation) 或 免疫 
转移 。Arnaud 等 !522] 用 这 个 技术 检测 了 血清 中 a -蛋白 酶 搞 制 
剂 ， 并 对 方法 作 了 改进 。 作 者 等 :53 用 这 个 技术 研究 了 北京 地 区 
人 血清 Gc 亚 型 的 频率 分 布 。Marshalll54] 比 较 了 免疫 固定 和 免疫 
电泳 方法 对 鉴别 血清 中 单 克隆 抗体 IgG. IgA 和 IgM 的 能 力 。 结 
果 表 示人 免疫 固定 技术 给 出 高 分 辨 的 结果 ， 而 免疫 电泳 给 出 不 明确 
的 结果 ， 特 别 是 当 这 三 种 单 抗 峰 抗 体 在 血清 中 会 喇 低 的 情况 下 ， 
并 指出 免疫 固定 最 好 的 保温 在 40C 。 


4,2.4.9 ”电泳 转移 
电泳 转移 检测 请 参阅 第 十 一 章 。 
4.2.4.10 ”电泳 后 蛋白 带 的 氨基 酸 分 析 


常规 聚 丙 烟 酸 胺 凝 胶 电 泳 后 ， 如 昌 能 得 到 起 兴趣 的 单 E ER 
带 ， 可 以 进一步 进行 氨基 酸 的 组 成 分 析 。 

电泳 分 离 后 ， 水 解 前 ， 将 感 兴趣 的 蛋白 片段 洗 脱 ， 一 般 有 
5ug 的 蛋白 足 证 以 进行 氨基 酸 分 析 。 为 考虑 聚 丙 燃 酰 胺 凝 胶 中 不 
纯 物 的 影响 ,可 以 用 空白 的 凝 胶片 段 进行 平行 分 析 ， 电泳 分 离 后 
KRE dr pu dno LLOR SE fT PLUG. Ii dE HPBROK M, £y s— 
lünmoL/L HEAR vf (c 2X 3k fe ^8; (X E dt tral ges 
M WA ICE Be ZK f EL n0 ^E RE BO CD UE ELE A BR I A E s 
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仪器 。 克 服 的 办 法 是 上 样 前 将 酸性 水 解 产物 在 S% RER UP E 
冷冻 干 炬 1577- 。 肽 图 和 筷 基 酸 序列 分 析 通 常 泵 SOS 电泳 后 进行 ， 
请 参阅 5.2.4.7 节 


4.2.5 BMH, RTI 


为 了 发 表 文 章 和 分 析 结 果 的 保存 ， 应 将 有 价值 的 结果 在 干 煤 
以 前 先进 行 照相 ， 以 免 在 干燥 时 降低 分 辨 沦 ， 其 至 失去 器 带 。 

SERT ARTER AILA ERRARE, EAREN 
全 色 胶 卷 和 一 个 中 红 滤 片 照相 ， 以 增 肥 蛋白 带 和 背景 的 反 监 ， 

虽然 平板 凝 胶 可 存放 在 含有 7% 醋 酸 的 密封 的 塑料 袋 中 。 但 
是 即使 如 此 也 只 能 保存 1 一 3 ^H. Hi Sh KE, mA. 

凝 胶 干 燥 日 前 有 两 种 六 法 ， 厚 度 大 干 约 1.0 rm 的 凝 胶 为 防 
止 日 后 凝 胶 的 包 裂 ， 应 该 用 凝 胶 干 燥 仪 进行 十 燥 。 厚 度 小 于 
1.0 mm 的 凝 胶 虽 可 采用 自然 干燥 法 。 

X RIEEOBCTHESUTHR, 8085 — 3€ 53.4 节 所 述 参 照 说 明 书 操 
作 。- :个 好 的 凝 胶 干燥 仪 应 有 足够 大 的 尺寸 ， 内 装 加 热 器 和 定时 
器 ， 能 抽 真 空 。 根 据 进 -. 步 处 理 的 需要 ，、 可 将 凝 胶 干 燥 在 支持 腊 
上 成 滤纸 上 。 前 者 透明 后 者 不 透明 。 

随 着 电泳 技术 的 不 断 发 展 ， 薄 层 平 板 凝 胶 正 看 蔡 代 厚 胶 。 在 
凝 胶 干 燥 保 存 这 --- 点 上 ， 薄 胶 也 体现 了 它 的 优点 :58- 。 不 需要 用 
凝 胶 寺 燥 仪 ， 采 用 自然 十 燥 方法 也 吕 以 长 期 保存 而 不 会 包 裂 。 通 
常 将 疼 胶 浸泡 在 用 脱色 液 配制 的 3% ~ 10% 的 甘油 溶液 中 约 半 小 
时 左右 ， 视 凝 胶 的 pH， 淡 度 和 厚度 而 定 。 将 带 有 支持 膜 的 效 腕 
晾 在 平板 玻璃 上 室温 过 谷 ( 待 凝 胶 发 粘 便 可 ,时间 视 当 地 的 混 、 
湿度 而 定 )， 用 保存 液 浸 湿 过 的 玻璃 纸 或 一 块 透明 的 塑料 膜 包 在 
效 胶 上 ， 及 干 ， 以 上 操作 避免 陷 人 气泡 13480 nu RE Fs 
再 讨 一 块 玻 篇 ， 可 使 干燥 后 的 凝 胶 更 平整 ， 信 会 延长 干燥 时 间 、 
对 没有 支持 膜 的 点 胶 在 保存 液 中 浸泡 后 ， 先 将 此 胶 铺 在 塑料 采 
上 上， 再 用 保存 液 浸 湿 的 玻璃 纸 包 囊 ， 组 成 “三 明治 ”"， 再 用 玻璃 


ZU 
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4.2.6 sg ME 


AGREE THE, VERLpEG GE, UB dL EK ELLE SEE 
行当 色 ， 才 能 进行 定量 测定 。 没 有 染色 的 凝 胶 只 能 用 带 有 紫外 区 
源 的 凝 胶 扫 描 仪 才能 定量 。 

如 果 电 泳 后 要 对 样品 组 分 进行 定量 测定 ， 必 须 注 意 以 下 几 
点 : 

1) 己 知 和 未 知 样品 必须 使 用 相同 的 溶剂 系统 ， 机 同 的 浓度 ， 相 
同 的 加 样 量 ， 并 在 同 -- 块 凝 胶 上 电泳 和 染色 、 

2) 在 凝 胶 上 扣除 背景 常常 不 像 在 分 光 光 度 计 中 那么 容易 ， 因 为 
后 者 是 溶液 ， 顺 前 者 在 比 胶 [可 能 脱色 不 均 句 ， 所 以 必须 按 
说 明 书 采 用 合适 的 方法 扣除 背景 。 

3) 对 未 知 、 已 知 样品 扫描 和 进行 数据 处 理 时 应 该 采用 相同 的 参 
数 。 

4) 选择 合适 的 染色 方法 ,以 使 样品 的 浓度 和 吸光 度 的 关系 在 线 
性 范围 内 。 

5) “ 些 畸 变 的 带 不 能 进行 准确 定量 。 如 由 于 固定 和 染色 方法 不 
合适 或 时 间 不 充分 而 造成 蛋白 带 的 中 心 未 被 染色 ;不 合适 的 
固定 方法 和 过 量 加 样 庙 造成 的 “学 轮 ” 效 应 (“holo effet); 
样品 没有 充分 溶解 而 造成 的 “纹理 ”(“streaky”} 现象 ; 凝 胶 
聚合 不 均匀 ， 凝 胶 中 的 气泡 ， 电 泳 时 冷却 不 充分 而 造成 蛋白 
带 的 弯曲 畸变 等 。 

如 果 电 泳 后 进行 分 子 量 的 测定 ， 以 上 因素 的 影响 较 小 ， 但 仍然 要 

注意 。 如 果 定量 扫描 后 进行 神经 网 络 分 析 ， 电 泳 操作 的 影响 较 

大 ， 作 者 探索 了 这 方面 的 技术 问题 。 
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4.3 实验 考虑 
4.3.1 电泳 方法 和 方式 的 选择 


要 做 好 一 个 电泳 实验 首先 村 根据 实验 日 的 和 各 种 电泳 的 分 离 
原理 选择 合适 的 电泳 方法 。 常规 聚 丙烯 酰 睦 凝 疯 电 冰 主要 是 根据 
大 分 子 的 电荷 性 质 《 决 定 选 用 阳极 电泳 或 阴极 电 谈 )， 电 荷 多 少 
(选择 缓冲 系统 ) 和 分 子 的 大 小 【选择 凝 蒋 沙 度 ， 特 别 是 梯度 胶 
范围 ) 来 进行 分 离 的 、 虽 然 它 的 分 辨 永 不 如 人 等 中 聚焦 电泳 高 ， 但 
T SDS DK E ZHeCEG NETS. en E AAA 
物 活性 ， 可 进行 各 种 检测 。 所 以 常规 聚 丙 烯 酥 胺 凝 胶 电泳 适合 于 
分 离 各 种 欲 保 持 其 天 然 蛋 白质 活性 的 物质 如 酶 、 激 素 、 抗 原 等 ， 
而 此 可 用 于 测定 球状 蛋白 质 的 分 子 量 - 

如 第 三 章 所 述 ， 有 日 前 电 汪 方 式 有 司 盘 电 访 ,垂直 电 恋 和 水 平 
电泳 三 种 。 如 果 条 件 许 可 ， 水 平 电泳 ， 特 别 是 半 于 电泳 是 可 取 的 
方式 。 因 为 它 具 有 操作 方便 、 节 省 材料 、 电 泳 速度 快 等 优点 。 


4.3.2. 最 佳 凝 胶 浓 度 和 缓冲 系统 的 选择 


根据 2.4 节 和 4.1.4 节选 择 最 佳 凝 科 浓度 。 凝 胶 浓 度 低 ， 胶 
软 且 影响 分 辨 窑 。 虽 然 高 浓度 凝 胶 可 以 保证 分 状 率 ， 但 浓度 太 
高 、 胶 胸 、 易 龟 发 。 而 且 出 于 高 浓度 凝 蒋 孔径 小 ， 有 可 能 在 电泳 
时 使 大 分 耻 量 的 蛋白 元 法 进入 凝 浪 而 仿 然 停留 在 加 样 位 置 或 造成 
电泳 时 的 拖 尾 。 梯 度 具 胶 的 分 子 第 效应 是 提高 分 辨 率 的 理想 方 
法 。 

样品 缓冲 液 ， 半 胶 缓 冲 液 和 电极 缓冲 液 的 选择 原则 是 保证 样 
曲 的 溶解 度 ， 稳 定性 ， 生 物 活 性 以 及 电泳 的 速度 和 分 辨 潍 ， 详 见 
4.1.3 55, 

蛋白 质 分 了 都 有 阳离子 和 阴离子 基 团 ， 这 些 基因 的 解 离 常 数 
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各 不 相同 。 它 们 的 静电 荷 取决 于 环境 的 pPH，pH 将 影响 分 子 的 迁 
移 率 ， 且 迁移 率 汪 环境 的 离子 强度 的 平方 根 成 反比 。 低 离子 强度 
时 ， 挝 移 速 率 快 。 高 离子 强度 时 ， 寺 移 速率 慢 ， 但 电 访 带 比 低 离 
子 强 度 时 细 罕 。 在 高 离子 强度 时 ， 册 于 高 学 电 性 产生 大 量 人 的 热 ， 
使 离子 迁移 速度 增加 ， 侣 也 引起 离子 扩散 。 与 些 同时， 介质 的 粘 
度 随 着 温度 增加 页 减 小 ， 电 组 减 小 ,电流 增加 ， 热 也 进一步 增 
Ju. 所 以 缓冲 液 离子 强度 的 选择 是 很 重要 的 。 它 还 与 加 在 电泳 系 
统 中 的 电 和 参数 密切 相关 。 如 果 输 人 太 高 的 功率 ,会 产生 太 多 的 
热 ， 就 可 导致 介质 的 深 剂 莱 发 ， 使 蛋 握 变性。 如果 输 人 太 低 的 功 
率 ， 虽 然 可 以 克服 由 于 热 产生 的 问题 ， 但 是 由 于 扩散 量 增 加 ， 会 
导致 分 离 结 果 差 和 电泳 时 间 太 长 。 


4.3.3 ” 凝 胶 聚合 不 佳 的 原因 和 对 策 


4.2.1.1 节 和 4.2.1.2 节 中 列 述 了 各 种 凝 胶 聚 合 的 方法 。 通 
Tí EE REC fb 30 分 钟 到 1 小 时 内 完成 。 过 快 地 聚 台 表示 过 硫 
BiR (M) 四 外 基 乙 - 腔 用 量 太 多 。 此 时 凝 胶 太 硬 易 龟 裂 ,是 
在 电泳 时 易 烧 胶 。 聚 合 太 慢 。 其 至 不 聚合 ， 则 表示 此 两 种 试剂 的 
HETE, 或 上 锋 胶 系统 中 的 试剂 不 纯 或 省 已 经 失效 ， 特 别 要 注意 
过 硫酸 答 的 生产 日 期 。 

聚合 与 很 多 因 宕 有 关 【《 详 见 第 2.3 节 )， 所 以 应 根据 当 叶 的 
条 件 (如 室温 ) 来 修改 引发 剂 和 增 速 剂 的 用 量 。 一 定 要 用 双 共 水 
配制 溶液 ， 并 除去 溶液 中 的 气体 。 从 冰箱 中 取出 的 单 体 贮 液 要 待 
平衡 到 室温 时 再 配制 。 

B usse gom yt at z, 38 86559] Az 3H E IEEE STE ALIE 
条 件 下 发 生 ， 所 以 酸性 丙烯 酰胺 的 聚合 比较 困难 ， 特 名 在 
pH4.5 以 下 ， 最 好 加 0.6 96 硝酸 银 [579,1881 或 采用 光 聚 合 的 方法 、 
近 几 年 ，Rabilloud 等 57,184182]，Lyubimova 等 !183.184] 和 Righetti 
等 555] 用 亚 申 蓝 (methylene blue) (ES! £j, 3E CP up d e A 
(sodium — toluenesulfinate ) 4E Æ M A, — 3k m duo 
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(diphenyliodoniumchoride) 作 氧 化 剂 ， 对 酸性 条 件 下 的 丙烯 酰胺 
的 光 聚 人 台 方 法 进行 了 过 论 ， 

灌注 和 梯度 胶 时 要 选择 适当 的 搅拌 速度 。 搅 拌 速度 过 快 ， 产 生 
气泡 ， 影 响 聚 合 。 在 电泳 时 凝 胶 中 的 气泡 会 使 电泳 带 琦 变 。 搅 拌 
ERER. 溶液 不 能 混 匀 ， 特 别 是 甘油 。 此 外 还 要 选择 合适 的 流 
速 《 即 梯 虑 混合 器 和 灌 胶 模具 的 相对 位 置 ?。 如 果 流 速 太 快 ， 北 
EE ARRE WRAEK, MAERA. 

案 合 后 采用 的 洗 胶 方法 有 利于 提高 电泳 的 质量 。 这 其 在 聚合 
后 用 双 蒸 水 多 次 漂洗 凝 胶 ， 以 除去 未 育 合 的 单 体 丙烯 酰胺 ， 申 义 
双 丙 炳 酰胺 和 本 反应 的 过 硫酸 铵 和 四 甲 基 乙 二 胺 。 然 后 上 再 进行 电 
pk 中 144.13,178.186i ， 如 果 为 了 长 期 保存 ， 先 将 聚合 和 漂洗 后 的 源 
胶 抽 干 ， 使 出 前 再 用 合适 的 壮 胶 缓冲 液 浸泡 全 原 米 的 厚度 即 可 。 

凝 胶 聚 合 的 质量 不 仅 影 响 电 泳 和 染色 ， 而 且 凝 胶 聚 合 的 重复 
性 对 电泳 后 的 定量 扫描 分 析 的 准确 性 也 是 重要 的 限定 因素 之 一 。 
凝 胶 聚合 后 最 好 放置 一定 时 间 后 再 使 用 。 特 别 是 梯度 胶 最 好 在 
4C 过 夜 后 用 ， 以 使 凝 胶 充分 成 扎 , 利 于 电泳 分 高 。 实 验 室 灌 注 的 
聚 丙烯 酰胺 凝 胶 -- 般 在 4 亿 和 一 定 淘 度 的 环境 中 可 保存 一 局 。 如 
有 果 采 用 真空 密封 保存 或 于 胶 保 存 , 则 可 在 4 亿 保 存 更 长 的 时 间 。 


4.3.4 样品 的 预 处 理 


样品 的 预 处 理 是 电泳 成 功 与 寿 的 关键 ， 是 造成 电泳 中 常见 拖 
尾 现 象 的 原因 所 在 。 上 样 前 最 好 将 样品 先 离心 ， 特 别 是 对 那些 在 
冰箱 中 保存 时 间 较 长 的 样品 。 对 样品 缓冲 液 的 选择 ， 样 品 浓度 的 
确定 ， 加 样 方法 的 选用 请 参阅 4.2.3 节 ， 


4.3.5 阳极 电泳 和 阴极 电 访 
由 于 和 蛋 户 质 的 等 电 点 大 多 在 中 性 范围 ， 所 以 事 丙烯 酰胺 凝 胶 
电泳 大 多 采用 阳极 电泳 ， 这 是 将 样品 溶解 在 碱 性 pH 缓冲 液 {如 
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pH 8.9 左右 ) 中 ， 按 带 负 电 的 多 少 和 分 下 的 大 小 、 形 状 来 分 离 
以 不 同 速度 向 阳极 移动 的 蛋 自 质 分 子 。 为 了 提高 瞬 性 恒 白 的 电泳 
分 辨 率 ， 也 可 使 用 酸性 pH 缓冲 系统 ， 如 pH 4.8 ， 同 样 根据 回 
BE TR SE S283 3 HE GE RBS, Xy o6 SEHR x A F pH8 的 碱 性 蛋白 ， 
Jy r RELATA BEC BJ ER ade; BER 35 Sünde ES or PE. 
便 订 洲 解 在 酸性 pH 溶液 (如 pH 5.5 0 四， 使 其 带 正 电 而 疝 肯 
极 移动 ， 这 就 是 阴极 电泳 O., 


4.3.6 半 干 技术 


V 义 地 说 ， 半 下 技术 源 了 1973 年 瑞典 LKB 公司 的 水 平 薄 层 
等 电 聚 焦 电 汶 ， 因 为 根据 它 的 分 离 原理 ， 了 电泳 时 不 需要 缓冲 液 . 
1986 年 Pharmacia 公司 用 缓冲 液 琼脂 糖 凝 胶 条 代替 几 百 甚至 几 千 
毫升 电极 缓冲 液 和 滤纸 桥 应 用 于 常规 聚 丙烯 酰 腑 凝 胶 电 泳 和 SDS 
电泳 。1989 年 Pharmacia LKB 公司 在 SDS Hi pk ib (di FR PS dS RE 
Hc t np EGRE RE RR ERER AR, MRTE, KAM F 
大 长 度 凝 胶 的 阿 题 。1992 年 Pharmacia Biotech 公司 又 用 缓冲 波 
润 湿 的 滤纸 条 代替 电极 缓冲 液 和 滤纸 桥 ， 使 半 于 技术 进 - 步 简化 
和 节省 材料 ， 并 且 在 保证 分 辩 率 的 前 担 下， 大 大 缩短 了 电泳 则 
[Bp 10.43,144.173,178,188,187!. 所 以 它 是 当前 最 受 欢 迎 的 技术 。 

琼脂 糖 效 胶 条 适合 于 小 块 聚 丙烯 上 胺 凝 胶 的 半 干 电泳 ， 凝 胶 
条 的 配置 方法 183] 

(1) 电极 缓冲 液 : Tris -甘氨酸 缓冲 液 (0.96 mol/L TR 
R, 0.125 mol/L Tris) 或 Tris -F A RÆ mik (0.88 mol/L A 
AMR, 0.25 mol/L Tris). 

(2) 3% 3k Pk, TEB AE h Pa ETE, viu ARS B. 
浓度 为 3% ,煮沸 5 4p 9b, Rit JG D A REAR BO SERE CE EL 
中 ， 自 然 冷却 固化 后 在 4 和 保存。 

为 确保 电泳 的 版 利 进行 最 好 使 用 无 电 内 渗 琼 脂 糖 ， 电 内 渗 大 
于 0.08 m, 的 琼脂 糖 不 宜 使 用 \!-。 固 化 后 的 琼脂 糖 凝 胶 条 最 好 
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企 4; 保 存 =: 周 再 使 用 。 电 瀛 时 凝 胶 条 代替 缓冲 液 和 滤纸 桥 搭 放 
Tr B PA Hs Pt J BE BE RS D M) 

使 用 滤纸 块 进 行 半 干 电 泳 的 方法 比 凝 胶 条 的 方法 更 简便 5101. 
将 睹 胶 平 铺 于 冷却 板 上 后 .分 别 将 用 阴极 缓冲 液 润 湿 的 滤纸 条 和 
用 阳极 缓冲 液 润 湿 的 滤纸 条 放 在 凝 蒋 两 侧 , 使 其 与 凝 胶 搭 接 
Smm。 ARH 6—8 E: 102 中 速 定 性 滤纸 组 成 ,事先 用 弯 闪 锋 子 
成 玻璃 棒 将 涉 纸 压 平 , 赶 走 气泡 。 汪 纸 条 与 胶 面 必 须 搭 接 良 好 LEE 
免 气泡 陷入 。 电 极 搭 楼 在 滤纸 条 上 ( 见 图 4.14 )。 滤 纸 条 的 长 度 
了 5 凝 胶 长 度 相 同 ,宽度 约 为 凝 胶 宽度 的 一半。pH 8.9 ,pH 4.8 BH 
极 电 泳 和 pH 5.5 明 极 电泳 用 的 电极 缓冲 液 组 成 见 表 4 .41350 。 


电极 滤纸 条 mL ”冷却 板 XE 滤纸 条 ”电极 


图 4,14 电极 缓冲 液 滤纸 条 的 放置 


表 4.13  pH8.9,pH4.8 阳极 电泳 和 pHS.5 阴极 电泳 


Rim S UU 
pHs. 9 SERE pH4.8 SEE pH5.5 Nit 
pH 8.9,175 m mol. pH 5.3,225 m mol/L pH 5.8,113 m mol/L 
Bg GR Tn HCI L-A- HU ce- 58 4 7, 8,5 m 
yk (1. 0196. NaN, 0.01 56 NaN; mol/L KMR 
0.00296 1 j& G' 0.001 73 Bi uk * 0.0196 NaN, 


H5.3,225 mmol/L — pH3.6, 
pHS 9,567 m mol/L P mmol p 30 m mol/L 


阴极 用 组 证 IRR SARRAIE KER 
液 0.0199 NaN, 5m mol NaOH 0.0195 NaN; 
0.01% NaN; 0.00156 Bí E dA 7 


* pH8.9 电 泳 的 阳极 缓冲 液 中 的 橙黄 GG，pH 4.8 电泳 中 的 澳 栈 政和 pH 5. 电 
bk P ÉHICEE A ELO T AREK, BB, 可 用 ， 可 不 用 。 


^ X110. 


PDF 文件 使 用 "pdfFactory" 试用 版 本 创建 www.fineprint.com cn 


在 阳极 电 注 时， 通常 在 样品 中 加 党 酚 蓝 作 为 晤 治 指示 剂 。 但 
在 并 极 电 注 时 ， 可 用 焦 宁 (pyronine，-- 种 染 细 胞 核 的 红色 染 
H) ATER pH AR PPP EIE, 向 阴极 移动 。 紫 哆 红 B 
(ClrzHanON2，CGa1H2orON;yC1) FE T G (Ci; HgON;CD 为 略 带 
不 同 颜色 的 焦 '， 电 可 作为 明 极 电泳 的 前 沿 指示 剂 。 


4.3.7 ”检测 方法 的 选择 


检测 方法 的 选择 首先 是 根据 检测 目的 ， 其 次 是 根据 样品 量 的 
组 分 的 合 量 。 检 测 酶 应 选用 辣 工 梅 染 色 法 ,检测 抗原 应 选用 免疫 
法 ,检测 糖 借 白 ， 脂 蛋白 ， 铁 蛋白 等 应 选用 专 一 的 蛋白 染色 方 
法 。 这 些 检测 方法 专 一 性 强 ， 有 利于 将 来 的 结果 分 析 。 如 选用 荧 
光 染 色 ， 风 可 以 提高 它们 的 灵敏 度 。 如 作 全 人 绰 委 分 析 可 以 用 考 玛 
斯 亮 蓝 染 色 和 银 染色 ,样品 含 量 达 微克 级 的 叮 用 考 玛 斯 亮 蓝 染 
色 。 含 量 为 纳 克 级 的 最 好 选用 灵敏 度 高 的 银 染 色 。 但 不 管 是 考 珂 
斯 亮 蓝 染色 还 是 银 染 色 都 有 很 多 不 同 的 方法 ， 如 银 染 色 已 发 表 的 
方法 就 有 100 多 种 i!8]， 应 根据 样 贞 的 性 质 慎 之 选用 ， 每 种 银 染 
有 它 自己 的 特点 。Oakley 等 -的 方法 虽 已 被 广泛 使 用 ,但 当成 
二 醛 与 缓冲 液 中 的 甘氨酸 反应 生成 黄色 沉淀 时 会 沉积 于 凝 胶 表 
面 。 非 双 胺 化 学 显 色 !6,%5] 在 凝 胶 表 面 只 有 很 少 的 沉淀 ， 并 且 比 
较 经 济 。 光 显 色 方法 比较 快 ， 通 常 在 15 分 钟 内 便 能 得 到 图 像 ， 
但 是 灵敏 度 比 化 学 显 色 方法 低 ， 并 且 和 常常 产生 负 娄 而 难以 定量 . 
所 以 银 染 色 方 法 的 选择 应 随 量 由 而 改变 ，Merril 416 4 38 36. 68 
染色 的 灵敏 度 比 考 玛 斯 亮 蓝 R - 250 方法 灵敏 5 - 20 倍 ， 化 学 银 
染 方法 则 灵敏 10~ 200 倍 。 现 在 大 部 分 研究 者 部 使 用 非 双 膀 化 学 
银 染 法 。 虽 然 由 于 银 染 的 灵敏 度 比 考 玛 斯 亮 监 高 100 倍 而 倍 受 青 
睐 ， 但 它 的 缺点 是 : 
1) 对 染色 所 用 的 水 和 试剂 要 求 很 高 ， 骆 则 会 产生 高 背景 、 
2) 与 常规 的 考 玛 斯 亮 蓝 染色 相 比 ， 银 染色 的 做 费 要 高 得 多 。 
3) 实验 步骤 繁杂 ， 且 每 一 步 都 必须 小 心 操 作 。 
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4) 对 一 些 贷 白 不 能 着 色 ， 有 时 还 会 出 现 “ 估 染 ”， 因 此 会 使 有 些 
8 ENS 

5) 因为 银 妆 了 问 时 可 以 检测 DNA, A38. 、 脂 多 糖 等 ， 所 以 不 能 作 
HEP E- 检测 方法 。 


4.3.8 电泳 过 程 中 的 不 正常 现象 和 对 策 


如 果 电 漆 上 没有 显示 电压 ， 则 说 明 电 源 没 有 输入 电压 ,和 哥 险 
丝 斯 了 或 电源 故障 。 如 果 没 有 电流 或 电流 很 小 ， 则 说 明 凝 胺 ， 绥 
冲 液 效 胶 条 (或 缓冲 液 滤 级 象 ) 及 电极 三 者 之 间 有 气 汇 ， 接 触 不 
好 ， 鞭 至 没有 接触 。 

如 有 果 前 沿 指示 剂 癌 相 反方 向 移动 〈《 如 阳极 电泳 中 省 酚 蓝 向 阴 
极 移动 或 阴极 电泳 中 焦 宁 向 阳极 移动 )， 则 说 明 电 源 连 接 的 正 、 
负极 错 置 或 缓冲 液 选 择 错 误 。. 

如 果 指 示 谢 前 沿 呈 现 两 边 向 上 的 曲线 形 〔 见 图 4.15(1))， 即 
TÉ RH) "UAE" (“smiles”) 现象 。 则 说 明 凝 胶 的 不 均匀 冷却 ， 中 
间 部 分 冷却 不 好 ， 所 以 导致 此 胶 中 的 分 子 有 不 同 的 迁移 率 所 致 。 
这 种 情况 在 用 较 厚 的 凝 胶 以 及 垂直 电泳 时 常常 发 生 。 如 果 指 示 剂 


(1) (2) 


图 4.15 电泳 时 ， 前 沿 指示 剂 的 
(1) "DUE" SUR (D “KA 3$ 
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前 沿 呈现 两 边 向 下 的 曲线 形 CUWLEJA.15(2)0, BARKE "ARDT 
( "frowns") 现象 ， 则 常常 是 出 于 垂直 电泳 时 电泳 情 的 装置 不 合 
适 引 起 的 ， 特 别 是 当 凝 胶 和 玻璃 板 组 成 的 “. 三 明治 ”底部 有 气泡 
或 靠近 隔 片 的 凝 胶 聚 台 不 完全 便 会 产 牛 这 种 现象 . 

如 果 电 泳 时 间 比 正常 要 长 ， 则 可 能 是 由 于 凝 胶 缓 冲 系 统 和 由 
极 缓冲 系统 的 pH 选择 错误 。 即 缓冲 系统 的 pH 和 被 分 离 物质 的 
等 电 点 差别 大 小 或 缓冲 系统 的 离子 强度 太 沿 。 

电 访 时 电流 产生 的 热 是 大 部 分 电泳 方法 的 主要 问题 。 即 使 使 
用 冷却 装置 ， 也 仍然 会 在 涂 胶 中 产生 温度 差 晶 。 这 种 温度 差异 导 
笋 相同 分 子 在 凝 胶 的 不 同 部 位 会 有 不 同 的 迁移 速度 ， 而 使 蛋白 带 
产生 弯曲 畸变 。 特 别 在 使 用 柱 胶 和 较 厚 的 凝 胶 时 这 种 现象 更 为 常 
见 。 

凝 胶 厚 度 、 冷 却 湿度、 电 参 数 和 电泳 时 间 风 者 之 间 在 电泳 时 
存 仁 着 依赖 关系 。 电 上 压 应 根据 加 在 凝 胶 上 电极 之 问 的 距离 CHINE 
RAR) 而 定 。 电 蔬 则 与 一 胶 的 长 度 〈 加 样 数 和 加 样 重 ) 有 关 。 
一 般 来 说 ， 常 规 这 丙烯 多 胺 餐 胶 电泳 不 需要 太 高 的 电压 ， 所 以 对 
薄 层 胶 来 说 ， 温 度 要 求 也 不 高 。 如 果 可 双 倍 的 电压 ， 从 理论 上 来 
山 ， 电 泳 时 间 可 缩短 一 倍 。 人 得 实际 上 由 于 高 电压 产生 的 副作用 ， 
并 不 能 达到 预期 的 月 的 。 所 以 有 时 采用 伏 . 小 时 作为 电泳 时 间 傅 
Bru SE SE HO cs jw Hi t (B e 

电泳 过 程 中 如 果 电 水 盖 上 出现 冷凝 水 ， 则 表示 加 的 电 上 讨 和 苏 
率 过 高 。 


4.3.9 ”电泳 结果 的 分 析 


如 胖 考 玛 斯 亮 蓝 染色 后 在 凝 胶 表 面 呈现 念 属 光泽 ,这 是 由 于 
凝 胶 于 燥 后 ， 不 溶解 的 考 玛 斯 党 蓝 沉积 在 凝 科 表面 所 致 。 此 时 可 
将 凝 胶 在 洗 脱 液 中 潭 洗 。 为 避免 这 种 现象 ， 最 好 在 染色 后 ， 脱 色 
效用 脱色 液 浸 湿 的 棉花 球 擦洗 凝 胶 表 面 。 

有 时 在 样品 泳 道 ， 甚 至 整 块 凝 胺 出 现 不 规则 的 染色 区 ， 这 通 


"XI s 
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带 是 由 于 绿 冲 系统 被 污染 上 所 致 。 如 果 在 秦 胶 边缘 出 现 污 涡 ， 则 是 
由 十 操作 时 留 下 的 指纹 所 效 : 

如 打 电 瀛 时 ， 样 品 不 能 进 人 凝 胶 。 在 加 样 处 ， 染 色 带 很 涤 ， 
有 里 其 至 在 表面 见 颗 粒状 ， 这 可 能 是 由 于 样品 分 子 量 本 大， 或 在 
绥 冲 液 中 凝 案 ,或 溶解 不 好 ， 或 在 浓缩 胶 中 形成 高 浓度 的 集 白 区 
带 而 发 生 帝 证。 此 时 应 选择 连续 电泳 和 降低 样 总 浓 庆 。 另 外 应 选 
Hi tris B) OEC EE VURSREBE TL 468 Gp TAIN 

重 卓 带 畸变 的 原因 是 很 多 的 。 如 4.3.8 节 中 所 述 ， 由 于 电泳 
时 冷却 不 好 ， 凝 膀 中 有 温度 梯度 ,前 党 出 现 “ 微 笑 ” 现 象 。 或 由 
于 岂 恋 效 署 的 原因 出 现 “ 皱 所 ”现象 一 伴 ， 染 色 后 ， 有 时 和 蛋 拍 带 
也 会 出 现 同样 的 现象 。 另 外 ， 可 能 是 由 于 凝 胶 中 的 两 烯 酰 腑 和 中 
又 双 内 烯 酰胺 洲 解 不 好 ， 或 柚 气 不 充分 ， 上 聚合 后 凝 胶 孔 径 不 均匀 
或 陷 人 气泡， 这 都 将 引起 蛋 握 带 畸 变 ， 所 以 选用 好 的 试剂 ， 过 淡 
及 抽 气 是 非常 必要 的 。 

FÉ (tailling)” 现 象 是 电泳 中 最 常见 的 现象 ， 见 图 4.16 。 
这 常常 是 由 于 样品 溶解 不 佳 引 起 的 。 克 服 的 办 法 是 在 如 样 前 离 
心 ， 选 用 台 庆 的 样品 缓冲 液 和 凝 胶 缓 冲 液 。 加 增 溶 辅助 试剂 。 另 
—Ji E je WEAR SERE TR BE , 


84.16 “ 拖 尾 "现象 图 4.17 “纹理 "现象 


“纹理 《streaking)” 现 和 象 (9,984.17 ) 常常 是 由 于 样品 中 的 
" [14 : 
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不 溶 颗粒 引起 的 。 交 服 的 办 法 是 增 岂 
溶解 度 和 离心 除去 不 浴 性 颗粒 。 

SES AE ( 见 儿 4.18 ) 常常 是 
由 于 缓冲 液 滤纸 系 (REER R) 
aX T CPC ARGE $T 9p og B sk d D DU E 
位 置 偏 斜 而 引起 。 

蛋白 带 过 宽 ， 与 邻近 蛋白 泳 道 的 
蛋白 带 相 连 是 由 于 加 样 量 太 多 或 如 样 
筷 泄 漏 引 起 的 。 

蛋白 带 模 糊 不 清和 分 辨 不 住 也 是 。 图 4.18 BARRA 
多 种 原因 引起 的 。 昌 然 梯 摩 凝 膀 可 以 
提高 分 辩 率 ， 但 与 其 他 方法 和 相 比 ， 常 规 聚 再 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 是 分 
辩 率 较 低 的 方法 。 为 了 提高 分 辨 率 ， 不 要 加 过 多 的 样 总 ， 小 体积 
样品 可 给 出 窄带 。 加 样 后 应 立即 电 沪 ， 以 防止 扩散 。 选 择 合 通 的 
凝 胶 浓 度 ， 使 组 分 得 以 充分 的 分 离 。 通 常 靠近 染料 前 沿 的 蛋白 带 
分 辨 浴 不 佳 ， 所 以 应 根据 分 子 基 与 凝 胶 孔 径 的 关系 ， 治 制 足 够 长 
度 的 凝 胶 ， 以 使 样品 不 会 走出 前 党。 

样品 的 蛋白 水 解 作用 也 引起 扩散 而 使 分 辨 率 降低 。 水 解 作用 
通常 发 生 在 样品 准备 的 时 候 。 系 统 中 的 内 源 性 蛋白 酶 会 水 解 样 本 
重 日 ， 如 果 在 缓冲 液 中 如 和 蛋白酶 抑制 剂 可 以 减少 这 种 情况 的 发 
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第 五 章 SDS 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 


十 烷 基 硫酸 钠 - 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 注 (sodium dodecyl sul- 
phate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS PAGE), 简称 SDS 
电泳 ， 主 要 用 于 测定 恒 上 4 质 亚 基 分 子 量 .与 光 散 射 、 渗 透 讨 、 起 
离心 〈 沉 降 半 衡 技术 ) KENA (BERIE) 相 比 ， 它 不 需要 
品 贵 的 仪器 设备 ， 操 作 简 便 ， 能 在 几 小 时 内 得 到 结果 ， 有 较 高 的 
重复 性 ， 旦 不 需要 非常 纯 的 样品 {取决 于 样品 的 组 成 和 对 结果 的 
要 求 })， 是 日 前 为 大 家 所 接受 的 用 于 测定 亚 基 分 子 是 的 - -种 最 好 
方法 。 这 个 方法 可 用 于 多 上 肽 分 下 量 的 分 析 ， 册 于 变性 蛋白 的 分 离 
以 及 仪 仅 溶 解 在 离子 去 污 剂 中 的 膜 蛋 白 和 提 层 术 方 法 分 离 的 甬 E 
各 酶 的 纯化 控制 。 在 临床 实验 室 ， RE HK SDS 电泳 分 析 已 被 
AU E RER ERAH LR, 


5.1 原 理 
5.1.1 f&ELIRAIFTBISLE 


SDS 电泳 技术 首先 在 1967 年 由 Shapiro 等 J 建立，1969 年 
由 Weber 和 OsbornP! gt —35 5] 3€. ii] ACER TE FE dà fr ERRA 
ARER PARTEARI REER, EARE E 
迁移 率 主 要 取决 于 亚 基 分 子 量 的 大 小 ， 而 电荷 因素 可 以 被 忽略 。 

SDS 是 一 种 阴离子 去 污 剂 ， 作 为 变性 剂 和 各 助 溶性 试剂 ， 它 能 
断裂 分 子 内 和 分 子 间 的 氢 键 ,使 分 子 去 折 有 者， 破坏 组 白质 分 子 的 
二 级 和 三 级 绪 构 : cm we B, (RAD $E ZONE (B mercapto 
ethanal) 和 一 硫 苏 糖 醇 (dithiothreitol, DTT) WAE -F MAR 
残 基 之 问 的 二 硫 键 断裂 。 在 样品 和 凝 胶 中 加 和 人 SDS 和 还 原 剂 后 ， 
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Ard WC a IB SEIS EMG. SEE HAEE Lok 5 SDS 
充分 结合 形成 带 负 电荷 的 蛋白 质 - SDS WE (protein-SDS mi- 
celles)， 上 所 带 的 人 负电 荷 大 大 超过 了 蛋 日 硕 分 子 诛 有 的 电位 量 ， 这 
就 消除 了 不 同 分 子 之 间 原 有 的 电荷 差异 。 和 蛋白 质 - SDS 胶 束 在 水 


图 $.1 EEA nE 00 Hj SDS 和 TDTT 
处 理 3- 5 分 钟 后 解 聚 成 亚 基 13| 


溶液 中 的 形状 像 -个 兵 精 圆 棒 ， 见 网 5. 1。 椭 圆 棒 的 短 轴 对 不 同 
895€ Ej E IEAE- SDS 胶 旧 基本 上 是 相同 的 ， 约 为 18 及。 但 长 轴 的 
长 度 则 与 亚 基 分 子 量 的 大 小 成 正比 。 因 此 这 种 胶东 在 SDS T 
肾 酰 胺 凝 胶 系 统 中 的 电泳 迁移 率 不 再 受 蛋 白质 原 有 电荷 的 影响 ， 
而 主要 取决 于 椭圆 棱 的 长 轴 长 度 ， 即 似 白 质 或 亚 基 分 子 量 的 大 
^. SR RBS T dE 15KD 到 200KD 之 间 时 ， 电 泳 迁 移 率 
JATEKRA ERER, BETAN. SDS 电泳 木 仅 可 以 分 离 
重 百 质 ， 而 且 可 以 根据 迁移 率 大 小 测定 下 白质 亚 基 的 分 子 量 。 见 
45.2, 5.3 4815.4 这 个 规律 对 大 部 分 蛋白 质 是 适用 的 ， 只 有 少 
数 蛋 白质 侧 外 。 

SDS 电泳 的 成 功 关 键 之 :是 电泳 过 程 中 ， 特 别 是 样品 制备 过 
程 中 和 组 白质 与 SDS 的 结合 程度。 影响 它们 结合 的 因素 主要 有 -: 
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图 5.2 ”SDS 连续 电 该 


f 
TR. 


图 5.4 SDS pE dk Corm BBHPHA) 


(O B P SOS £dESPADUE. SDS 在 水 湾流 中 是 以 单 体 币 


= 125 = 


PDF 文件 使 用 "pdfFactory" 试用 版 本 创建 www.fineprint.com cn 


SDS EKER (SDS - polypeptide micelles) 的 混合 形式 存在 的 ， 
能 与 蛋白 质 分 子 结合 的 是 单 体 。 单 体 的 浓度 与 SDS 总 浓度 ， 温 
麻 和 离子 强度 有 关 。 在 一 定 温度 和 离子 强度 下 ， 当 SDS 总 浓度 
增 有 如 有 到 某 - : 定 值 时 ， 洲 菠 中 的 单 体 浓度 不 再 随 SDS 总 浓度 的 增 
加 而 升 高 。Pit-Rivers 4&1, Finlayson 4-5] Reynolds 等 :67 分 
别 在 1968 ~ 1971 年 问 指 出 ， 当 单 体 浓 度 天 于 Immol/L B, X € 
ABE T SDS ARMERIA 1:1.4 。 如果 单 体 浓 度 降 到 0.5 
mmol/l. 以 下 时 ，-- 者 的 结合 比 仅 为 1:0.4 。 这 样 就 不 能 消除 蛋 
红 质 分 子 原 有 的 电 答 其 别 ， 仑 就 不 能 进行 分 于 量 测 定 。 为 了 保 谋 
蛋白 质 与 SDS 的 充分 结合 ， 它 们 的 重量 比 应 为 1:4 或 1:3。 

(2) 样品 缓冲 液 的 离子 强度 因为 SDS 结合 到 蛋白 质 分 子 
ERER TY H SDS Y RARE. 不 是 总 浓度 ， 而 只 在 
其 离子 强度 前 溶液 中 ，SDS 单 体 夏 共有 和 较 离 的 平衡 浓度 。 所 以 
SDS 电泳 的 样品 缓冲 液 岗 子 强度 较 低 ， 常 为 10 一 100 mmol/L. 

(3) 二 确 键 是 否 完全 被 还 原 。 只 有 -二 硫 键 被 短 底 还 床 后 ， 盘 
白质 分 TAERE, SDS 才能 定量 地 结合 到 亚 基 上 而 给 出 相对 
迁移 雍和 分 子 量 对 数 的 线性 关系 、 


5.1.2. 缓冲 系统 的 选择 


由 二 SDS XE ELI T TS RE PEBE UL Our d 3 p XE (EH, FT 
以 在 选择 SDS IB Yk £X nb 36 6I SE He E ERE PSI BS RE e E TEE 1B, PCT 
单 得 多 。 一 般 来 说 ， 在 被 分 析 的 蛋白 质 稳 定 的 pH 范围 ， 凡 不 与 
SDS 发 生 相 瑟 作 有 几 的 缓冲 滚 帮 可 以 使 用 、 但 缓冲 液 的 选择 对 蛋白 
常 的 分 离 和 电泳 的 速度 是 非常 关键 的 。 

SDS -磷酸 缓冲 系统 是 由 Shapiro 4l- zt, JE HI Weber 和 
(jsborn- 站 改进 ， 现 已 被 广泛 采用 ，Lanzillo 等 和 Fairbanks 4&7 
使 用 SDS - Tris -醋酸 钠 缓 冲 系 统 ， 可 将 缓冲 波 中 的 SDS 浓度 减 
少 公 0.1 % 。 对 某 些 蛋 扑 会 比 Weber 和 Osborn 的 SDS BEN E ni 
A SAID REO AREE, PEER Pp S Zi ELBERESE ob i e D er E 
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低 ， 所 以 电泳 速度 要 比 后 者 快 一 悄 。 对 分 子 量 低 于 15KD EFI 
样品 ， 为 了 提高 分 辩 率 最 好 使 用 SDS- RERA, 

含有 SDS 的 不 连续 缓冲 系统 现在 被 广泛 地 用 于 蛋 忽 质 亚 基 
分 子 量 以 及 纯度 的 测定 。 其 中 LaeramLi 的 Tris -H ARAA 
是 目前 使 用 最 多 的 缓冲 系统 。 它 足 直 接 基 于 Omstein:' 和 和 
Davis:2 在 常规 聚 两 霹 酰 凝 胶 电泳 中 所 用 的 这 冲 系统 。 如 果 肌 
SDS 电泳 纯化 蛋白 的 目的 是 为 了 浏 定 氨基 酸 组 成 或 氨基 酸 序列 ， 
则 应 该 用 山 酸 盐 代 葵 奸 氨 酸 ， 以 减少 由 和 寺 氨 酸 产生 的 背 最 04 。 
使 用 Tris - 础 酸 盐 缓冲 系统 还 能 测定 糖 副 日 的 分 子 量 051。 

在 SDS 电泳 系统 中 需要 使 用 样品 缓冲 液 ， 凝 胶 钥 冲 液 以 及 
电极 缓冲 液 111。 在 连续 电泳 中 常 使 用 相同 的 缓冲 系统 ， 只 是 高 
子 强度 不 同 。 在 木 连续 电泳 中 ， 样 品 缓冲 液 和 凝 腕 缓冲 液 常 采用 
同一 种 系统 ， 只 是 pH 和 离 - 弛 强度 不 同 ,、 根 据 蛋白 岳 与 SDS 结合 
前 原理 ， 常 采用 低 离子 强度 ， 特 别 是 样品 缓冲 液 ， 它 的 离子 强度 
通常 为 凝 胶 缓冲 液 的 十 分 之 - -， 但 SDS 的 含量 应 高 于 凝 胶 缓冲 
液 。 电 极 缓冲 液 可 以 采用 与 上 述 相同 或 不 同 的 缓冲 系统 ， 它 主要 
影响 电泳 的 速度 0461。 


5.1.3. 凝 胶 浓 度 的 选择 


由 十 SDS 电泳 分 离 并 不 肥 决 于 蛋 自 硕 的 电荷 密度 ， 只 取决 
于 分 于 解 聚 后 SDS -蛋白 质 胶 束 的 人 大小， 因此 北 胶 浓度 的 正确 选 
择 尤为 重要 、 如 果 凝 胶 浓 度 太 大 ， 和 孔径 太 小 ， 电 该 时 样品 分 子 不 
能 进入 凝 胶 。 如 果 北 胶 浓度 太 小 ， 和 孔径 坟 大， 则 样品 中 各 种 蛋 自 
质 分 子 均 随 着 缓冲 液 流向 前 排 进而 不 能 得 以 很 好 地 人 分离。 不同 分 
T HESS EVIL LARREAK, & WES. 

对 于 共有 不 问 迁 移 座 的 多 组 分 样品 ， 很 礁 选 择 -- 种 浓度 的 凝 
隘 来 分 离 、 此 时 最 好 使 用 梯度 胶 。 使 感 兴趣 的 弓 分 正好 走 在 凝 胶 
BPAP — 棋 户 胶 浓 度 范 围 的 选择 主要 根据 样品 的 特性 ， 样 纪 


di LE 
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Asi 洲 胶 浓度 与 分 子 量 测定 的 关系 


FEWE cu 5r IE Bi Tu 5r BE 
(C 72,68" (kDa) (C- 59) (kDa) 
5 25 - 200 5 60 ~ 170 
1) 10 -70 10 20 — 100 
[5 «50 15 i0 — SO 
20 « 40 20 5--40 


——— ——— 


894r tg. Em AAE i ARE, RARA 
量 。 根 据 这 些 因子 选择 梯度 形式 〈 线 性 梯度 或 指数 梯度 ) 和 浓度 
悦 度 范 周 ， 充 分 利用 分 子 利 效应 提高 分 辩 率 、 实 际 上 ， 由 于 操 和 作 
的 问题 、 效 了 胶 浓度 低 于 3% 或 高 于 30% 都 不 能 被 使 用 ,用 不 连续 
电 访 的 浓 辖 胶 和 分 离 胶 (梯度 胶 ) 的 分 于 第 效应 提高 分 辩 率 的 原 
理 请 参阅 2.4 节 和 和 4.1.4 o 

1980 年 Garg 35 17-18. fe fg Y BIZ R D B I LB EE ERR 
SDS Rzk. MARATA, MEAT ARE XXRRADIA 
B LZ HT FUP p UU ERE Pa FE RU Pe LO 7291 

对 分 子 量 小 于 15KD 的 祥 品 不 但 应 该 使 用 SDS -KRAAU. 
XE bz fk HE TER HERERE- 10- 


5.1.4. 分 子 量 测定 

5.1.4.1 分 子 是 测定 的 理论 背景 
使 用 聚 丙 烯 酰 腕 具 胶 电泳 进行 分 子 量 的 测定 有 两 种 方法 。 一 - 

种 方法 是 如 4.1.6 节 所 述 的 数学 方法 ， 即 测量 强 岂 质 分 子 在 不 同 
浓度 凝 胶 中 的 相对 让 移 率 来 排除 电荷 因素 的 影响 ， 即 Ferguson 
ERRE, 

log m = log oc Kat 

log R; = logr, - kg 7 
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iX Him 和 Ri 是 聚 琴 炳 酰胺 浓度 为 了 了 % 时 的 迁移 率 和 相对 迁 
EX. m 和 Yo fA EUEYEHE 了 为 0% 时 的 目 由 迁移 率 和 
白 由 相对 迁移 率 。 直 线 的 斜率 为 阻 清 系 数 Kg (reterdation koeffi- 
dent). Kg 与 凝 胶 系 统 的 交 联 度 ， 分 于 的 形状 和 分 于 量 有 关 。 

男 一 种 方法 是 用 带 有 相当 大 量 电 苟 的 基 团 (如 SDS) 结合 到 
卉 白质 分 子 上 ， 以 克服 和 蛋 扬 质 分 了 原 有 电荷 的 影响 而 得 到 幅 定 的 
荷 人 质 比 。 在 SDS 电泳 系统 中 ，Yo 几乎 是 一 个 恒定 值 1:3， 因 此 
和 在 任何 凝 胶 浓 度 时 ，R 和 Ke 之 辣 都 存在 着 线性 关系 。 如 果 效 
胶 的 交 联 度 和 SDS -多 虑 胶 束 的 形状 也 是 -个 常数 ， 则 Rj 就 直 
接 与 分 子 量 有 线性 关系 ， 并 不 需要 测定 样 出 在 不 同 泡 胶 浓度 时 的 
相对 迁移 率 ， 而 选择 合适 的 凝 胶 浓 度 只 是 为 了 得 到 SDS 电泳 的 
最 佳 分 辨 率 。 在 SDS 电泳 中 的 这 种 相对 迁移 率 和 分 子 量 对 数 的 
线性 关系 被 很 多 儒 : 验 所 证 实 忆 2 ， 他 们 观察 到 分 子 量 在 20 — 
60kDa 范围 内 的 线性 关系 是 良好 的 。Nevillel ?中 也 观察 到 分 子 量 
只 是 在 15kDa 以 下 ，70kDa 以 上 时 的 线性 关系 有 偏差 。 


5.1.4.2 和 蛋白 标准 


用 SDS 电泳 技术 测量 未 郑 蛋 白 的 分 子 量 时 通常 使 用 蛋白 标 
准 。 所 选择 的 蛋白 标准 的 结构 与 行为 应 尽 可 能 与 未 知 蛋 白 相 近 ， 
分 子 量 范围 应 略 敲 于 和 低 于 未 知 蛋 白 的 分 子 量 。 八 白 标 准 和 末 知 
样品 必须 用 相同 的 方法 制备 ， 然 后 在 分 离 或 混合 状态 下 一 起 电 
沪 。 它 们 在 这 两 种 状态 下 的 相对 迁移 率 应 该 是 相同 的 。 如 有 差 
x. 则 表示 混合 状态 下 可 能 有 和 蛋 自 质 的 相互 作用 或 者 是 由 于 过 其 
加 样 。 

Tracy 等 21 的 实验 报道 用 两 个 已 知 分 子 革 的 蛋白 标准 来 测 得 
未 知 蛋 日 分 子 基 的 标准 误差 为 十 3 000。 误 差 的 主要 来 源 是 由 于 
该 方法 二 假定 所 有 已 划分 子 量 的 蛋白 标准 和 林 知 蛋白 的 Yo 是 相 
同 的 ; 假定 在 有 效 分 子 直 径 和 和 分子 芝 之 间 存 在 着 恒定 的 关系 ; B 
ERRAR HIRIE MAAE AR SDS bE RH. Ae, Æ 
ELEDRAOLONSUÉCR. MELIE R. FR ARE mag 
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REHE REEDE, HEANAS. g SDS, mi HAÉfE . 
硫 键 被 还 原 后 才 结 合 1.48 重唱:+7-。 有 时 蛋白 质 的 一 级 结构 也 
dba AITA m e a ET SDS 的 结合 量 ， 并 且 客 肽 链 的 
内 部 电荷 影响 SDS - 3 E37 REOR UP HB B5, Hob Yo 明显 地 偏离 
FEE, SR GEAR REC RUE 8 e b d der T IE E E 
的 SDS 的 负电 荷 所 覆盖 。 

有 异常 的 氮 基 酸 组 成 的 蛋 卢 不 宜 作 为 蛋白 标准 。 如 核糖 核酸 
酶 、 脱 氧 核糖 核酸 酶 MENEAR., MEA (oa. Bk 
Sri) 以 及 分 子 量 低 于 15kDa GE Eo SEE TUR E EB FR TE RUN 
KR 之 间 存 在 着 很 好 的 线性 关系 [30 ， 但 它 的 点 偏离 蛋白 的 标准 曲 
线 ， 这 村 能 是 由 P SDS 结合 量 的 不 间 。 所 以 糖 仍 白 不 能 用 通常 
的 标准 曲线 来 求 得 其 分 了 量 [30:， 

选 拌 恒 忆 标准 的 另 一 个 途径 是 用 化 学 方法 交 磋 多 肽 链 以 形成 
系列 多 衷 体 作 为 不 同 分 了 量 的 标准 。Paynel3ll 用 成 二 醛 〈glu- 
taraldehyde) 制备 了 分 子 星 范 围 人 不 30 一 200kDa 的 一 系列 可 溶性 
HERE. Fu LKB 公司 有 一 种 低 分 子 量 标准 是 用 不 同 多 集体 
的 二 乙 焦 碳酸 盐 〈diethylpyro carbonate). 组 成 的 ， 

现在 市 售 的 蛋白 标准 大 多 是 由 -系列 纯化 的 不 同 分 子 量 的 蛋 
日 质 组 成 的 ， 它 们 之 间 不 会 发 生 相互 作用 ， 且 有 良好 的 线性 关 
系 。 如 Amersham Pharmacia Biotech 公司 现 有 下 种 分 子 量 蛋 白 标 
准 试 剂 例 ,它们 的 分 子 量 范 围 分 别 为 2 512 ~ 16 949, 9 400— 
14 400, 53 000 ~ 212 000 和 67 000 —669 D00。 其 中 前 三 种 用 于 
SDS 电泳 ， 最 后 - .种 用 于 常规 聚 丙 燃 酰 胶 狐 胶 电 沪 、 


8.1.4.3 分 子 量 的 计算 


EEIEIE E LAE HI E IPS XERTEB ES R L IR EOD dE 
Wi RER ZR ISAR. AIA EC CRUEL TE E aA RP 
À RE E IT BHEE, 
A AUSERZ FRE Fo gam, h FRG, E AHE ibm 
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胶 的 肿胀 或 收 乱 ， 所 以 必须 测量 固定 前 和 于 燥 后 的 诈 耽 的 斥 寸 来 
消除 误差 。 


R, 全 白带 辽 移 的 距离 、 固 定 前 的 北 膀 长 度 
”干燥 后 的 凝 胶 长 度 ” 省 酚 蓝 迁移 虐 离 


用 每 个 蛋白 标准 的 分 子 量 的 对 数 〈 纵 坐标 ) 对 它 的 相对 迁移 率 
( 模 坐 慰 ) 作 几 就 能 得 到 一 条 直线 。 量 出 末 知 蛋白 的 迁移 率 便 吉 
测 出 其 分 子 量 。 这 样 的 标准 曲线 只 对 网 “ 块 凝 胶 上 的 样品 的 分 子 
量 测 定 才 具有 可 靠 性 。 现 在 使 用 此 胶 打 描 或 影像 文件 处 理 系 统 倒 
可 很 快 地 在 屏幕 上 读 得 未 知 样品 的 分 子 量 。 


5.1.5. 低 分 子 晶 多 肽 的 SDS 电泳 


分 子 量 低 于 1SkDa ff) Z HK de 7E 3E Tris - 诗 氨 酸 -盐酸 系统 中 
电泳 的 分 辩 率 是 不 够 的 。Schigger 等 32] 使 用 浓缩 胶 ， 增 加 缓冲 
液 的 摩尔 深度， 并且 用 和 三 羟 甲 基 氨 基 甘 氨 酸 (Tricine) REHA 
酸 作 为 终 正 离子 【termina ting ion)， 这 样 便 可 在 1 — 100kDa 得 
到 线性 关系 。 分 子 基 小 于 15kDa 的 多 肽 在 通常 使 用 的 SDS 电泳 
条 件 下 异常 的 原因 是 由 于 SDS -多 肽 胶东 大致 是 一 个 球形 ， 而 不 
是 椭圆 形 。 它 们 的 长 度 和 直径 在 同 -个 数量 级 [2]， 同 时 由 于 较 
高 的 多 肽 内 部 的 电荷 不 能 被 结合 的 SDS 的 电荷 所 覆盖 ， 所 以 偏 
府 了 相对 迁移 率 和 分 子 量 对 数 的 相 瓦 关系 。 

Swank 等 '10i 采 用 合适 孔径 的 凝 胶 ， 即 增加 甲 义 双 丙 燃 酰 胶 
的 浓度 以 及 在 含有 SDS 的 凝 胶 中 加 8 molA 的 尿素 ， 能 使 测定 
HT EARTH, n Toe Kg] Wu, XGA NN 
+18% Williams 等 3 的 实验 观察 到 分 子 量 小 于 6 000 的 蛋白 在 
SDS 电汇 的 标准 条 件 下 都 有 机 网 的 迁移 率 ， 与 丙烯 酰 对 的 潜 庆 元 
X. MREZE C-109 ， 并 且 加 8 mA/L IK RETE EISE 
PRIZE n. 

Lanzillo 559 z 8l f£ LacmmiLi 系统 和 仪 在 样品 和 电极 缓冲 
RPA SDS 的 不 和 近 续 绥 浪 系 统 中 ， 仆 分 于 最 多 上肢 常常 堆积 在 浓 
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缩 胶 中 ， 鞭 至 不 能 进入 7 了 %% 的 分 离 胶 ， 但 它们 能 在 小 孔 梯 度 雍 及 
或 连续 电泳 时 分 离 . 这 袁 明 当 样 品 通 过 浓缩 胶 和 分 离 胶 的 界面 
时 ， 疼 止 离子 的 迁移 率 的 增加 不 足 滩 将 蛋白 分 子 带 到 分 离 胶 中 ， 

Kyte 等 135] 发 现 由 25 到 250 个 残 基 纽 成 的 多 有 炭 能 用 含有 
8mol/L ER XX f10. 196. SDS 的 2096 B9 3CPS- HS c E EE IE 3E A ER 3E 
EEKE EFIE, PTÉRIRDMD A BSEEGUA ERR BE REA 5l 
RNK PEIEE (mespyridine) .. SC(E nl Eg fa Tris -盐酸 配制 的 。 


5.2. 方 法 


SDS 电泳 是 测定 蛋白 质 亚 基 分 耻 量 的 简单 、 快 速 和 可 靠 的 好 
方法 。 根 据 对 样品 的 处 理 方 式 可 分 为 还 原 SDS E òk (reducing 
SDS electrophorcsis)、 非 还 原 SDS $% (non-reducing SDS elec 
trophoresis) 和 和 带 有 烷 基 化 作用 的 还 原 SDS 电泳 (reducing SDS 
treatment with alkylation)» ti dis 2 vh Z8 Zi RE RE LEE T ^R [n] 2 Jy 
连续 电泳 和 不 连续 电泳 (包括 梯度 凝 胶 电泳 )。 根 据 电 泳 的 形式 
分 为 圆 禹 电泳 和 平板 电泳 、 后 者 又 分 为 焉 直 电 泳 和 水 平 电泳 。 根 
据 电 泳 技 术 发 展 的 趋势 ， 本 章 将 主要 介绍 平板 电泳 ， 特 别 是 薄 层 
水 平 小 孔 梯度 SDS 电泳 的 新 方法 。 

SDS EAF RARR E ”- 样 ， 也 需要 三 个 步 
9E. mE. Bok M.. 


5.2.1. 制 胶 (用 于 垂直 电泳 或 水 平 电泳 ) 


SDS 电 洒 的 制 腕 方法 与 4.2.1.1 节 和 .2.14.2 节 所 述 的 常规 
辊 两 业 北 腔 瞩 腕 的 灌注 方法 基本 相同 ， 只 足 在 SDS 电泳 制 胶 时 
人 a UER, ELSE (o SCRCREE Fc B 
B. odüü4ALfe4UXmf. RENH ERRERA, DIRE 
LOK E REPGS, LE SDS AXE BEA. Hadas SDS BERE 
ped TRT A R, BOE SDS 的 高 pH 44 pg ER AR. 


eg 
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如 果 需 要 长 期 保存 ， 最 好 选用 pH6.7 的 Tris -醋酸 缓冲 液 。 

不 管 是 垂直 电泳 ， 还 是 水 平 电泳 ，SDS 连续 电泳 用 的 凝 胶 淮 
注 方法 十 分 简便 ,请 参阅 4.2.1.1 节 。 表 5.2 为 凝 胶 了 配方 536] qe 
WAAL P: 

(1) A Me EIE RER 

11.1g WP ABENE0.3g N, N IPXLXUPS HS BERE, To RH 
40ml KKR, A, Tr WIRE ue Hj, ARRAK E 

至 50ml, i, BEEM E AUC RE -个 月 。 两 种 丙烯 酰胺 单 
体 及 溶液 是 中 要 神经 毒物 ， 要 小 心 操作 。 

(2) 磷酸 缓冲 液 于 液 【0.2 mol/L,pH7.1) 

19. 5g NaH;PO, * 12 H,O + 129. 0 g NaHPO, - 12H2O + Sg 
SDS ， 用 双 藻 水 溶解 到 2.5 L, EE pH. 

(3) 咪唑 缓冲 液 幅 液 (0.1 mol/L, pH7. 0) 

17.0 g PRIE + 5g SDS+1,5 上 NAK. MAARE pH. 
用 双 蒸 水 稀释 全 2.5 1.， 再 检查 pHo 

(4) 1096 iti Ax 

0,1g 过 硫酸 锐 +1 mb GEK. fERIBISIE BUS. 


表 5.2 SDS 连续 电泳 用 的 凝 胶 配方 (*] 
FRIRE (C 均 为 2.6%) 


E R DASTAN --— 

T=5.1% T-7.7% T1028 
(— *&&EXGD ——— — —— $3 67 90 
SR Pb ACIE HE (D 10.0 iu 0 10.0 
XU K Ol) 4.59 3.19 0 89 
1056 id WRCi) LOO 100 100 
TEMED( rz) 10 19 10 


必 绥 冲 浓 贮 菠 可 用 磷酸 缓冲 流 ， 味 只 缓冲 波 或 其他 缓冲 疲 。 
DREEM DEMED ARDRE MRR ERU fd 
SSEBCBIS RE. SARE OR Fe] KER, dp ERE REIP D SLE Ue ial 
变化 ， 
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在 不 连续 电泳 系统 中 ，LaemmLil4- 使 用 的 Tris -甘氨酸 缓冲 
液 仍然 是 现在 通常 使 用 的 缓冲 系统 。 表 5.3 ARR, M 
液 配置 如 下 : 

(1) Am MEL X KER 

14.55 g PIA HERE 0.45g N.N -FEAA RE, PE 
40ml KEKE, WF, ÉLSDIIRGHROIEXIESA, HARAR 
全 50ml, YÉ, MEE E 4 保存 一 个 月 、 两 种 单 体 和 溶液 
邦 足 中 枢 神 经 毒物 . 要 小 心 操作 。 

(2) RARO POR EG (1 mol/L Tris- HCl, pH6.8) 

6. 06g Tris 溶解 在 40 ml XKR, Fi 4 mol/L dER2 Vi T5 pH 
$6.8, HHDWZEGKUD E 50ml. 4C 保存 。 

(3) ARRA REESE (1.5 mol/L Tris: HCL,pH8.8 ) 

9.08 g Tris 溶解 在 40ml HKF, Hl 4 mol/L 盐酸 调节 pH 
28.8, HARKE r, AC 保存 。 

(4) 1096 SDS 

25g SDS, HjSGRGCKIB F 250 m- 室温 保存 。 


表 5.3 SDS IER BIKES: GEB RZUKF] 


LoT 
Lun ik —— Á——— e — 
T=3% T=5% T-—1096 T=15% r-2096 
FIATC) 3.4 5 10 15 20 
v H8 Bo 8 arg m) 2.4 — - — — 
4 PLIETE PERCHE (m — 7.5 7.5 7.5 7.5 
1096 SDS 0.2 0.3 0.3 0 3 0.3 
UK 14 17.2 122 7.2 2.2 
1096 x d Be f 10 10 10 10 10 
1096 TEMED 10 10 10 10 10 


DEH SDS iE S e e dt TEMED 以 前 抽 气 。 
DUANE KH TEMEN f B ho 38 e E iE SCR E URL GE 
COSkBC d TaPSKYRE. s I8) IIS es e) AL) P5 3SENR, DR P E RUE E frd 
变化 - 
dM c 
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(5) 1096 iz 9L 8g ik 

0.1g iwit m RÆK. (H RT KT eF BOB. 

(6) 10% TEMED 

0. 1 ml TEMED+ 0.9 ml JK 

灌注 答 直 电泳 用 的 凝 胺 必须 按 4.2.1.1 PETRIE, 
灌注 分 离 胺 ， 加 保护 屋 ， 聚 介 后 再 灌注 浓缩 胶 ， 并 插 人 合适 的 梳 
T3 

灌注 水 平 电 泳 用 的 凝 胶 可 以 先 灌注 浓缩 胶 ， 接 着 灌注 分 离 
胶 ， 人 在 沙 缩 胶 中 应 加 适 旺 的 87% 士 油 ， 见 表 5.4 。 灌 注 方法 请 参 
阅 4.2.1.2 节 。 


表 5.4 SDS 不 连续 电泳 用 的 凝 胶 配 方 (水 平 电 泳 用 ) 


、 BER EA KE 

diis T-3* T-5% T-109 T- 15% T-2096 
EA 34610.) 3.4 5 10 15 20 
T& i ir 2E LIC E (Cm 2.4 — — -— — 
Arp Ep RC Onl) — 7.5 23 75 75 
8796 |i (mI) 1.0 0.3 0.3 0.3 0.3 
1096 SDS(ml) 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 
IWAK (ml) 13 16.9 11.9 6.9 1.9 
1096 id BERG PE 1G 10 10 10 10 
10% TEMED 10 10 10 I0 10 

Ii 5.3. 


1980 年 Gorg 4-U- 7?! fe Zr dil I BE DH Bt p] FL ES HIE ERE 
SDS "Hk. dp FAMILH JEZER RU Y cR DACH PR E h Y 
EKR AIE Ht. BUDE R AT Ho AAT Au SET RA) ES 
并 精确 地 计算 其 分 - 子 量 。 

小 孔 梯度 凝 胶 的 灌注 方法 参见 4.2.1.2 W, EREA Jb Je 
5.595: 入 液 配置 加 下 : 

(1) A ELE E xu 
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14.55g A H BERE t 0. 45g N,N -IP XUAIR, h 
40ml ARKE, WF, TOSUIHGHECEGESUÉUI. AAR A 
4 50ml, HW., MICE ACT 个 月 。 两 种 单 体 和 溶液 
都 呈 中 枢 神 经 毒物 ， 要 小 心 操 作 , 

(2) 浓缩 股 给 冲 液 贮 液 (0.5 mol/L Tris- HCl, 0.496 SDS, 
pH6.8) 

3.03 g Tris + 0. 2g SDS +5 mg fX IEEE YE 40ml MZK 
中 ， 用 4 mol/L 盐酸 调 至 pH6.8, BARAKE 50ml. 4C 

(3) 分 离 胶 缓冲 滚 贮 液 【].5 mol/ Tris HCl, 0.4% SDS, 
pH8.8) 

9.08 g Trist 0. 2g SDS+ 5mg AIRAA E 40ml XX KK b, 
用 Amol/L 盐酸 调 至 pH 8.8, HLFDXXGKZK Jl Zi S0ml。 4C 保存 。 

(4) 4096 3d ERa fx 

400 mg IMEE TE | ml 双 蒸 水 中 ， 使 用 前 新 鲜 配 置 。 


X5.5 小 孔 梯 度 SDS ERE 7; UA 


kae 梯度 腔 终 浓度 TiC — 398) 

Pow C-34 4% —22.596 89; -18% 10% —22.596 
E o T-4% DL D L D L 
单 体 贮 液 (rl) 0.65 1.3 X5. 2756 3.3 7.5 
浓缩 胶 缓冲 液 贮 液 (rnl) 1.25 一 一 - 一 一 一 
AY PS BEZR PCIE E Cmn) = 2.5 25 25 25 25 285 
8756 [I3 CD 1.4 2.8 — 28 一 2.8 — 
GR IK (ml) 1.7 34 — 2.) 15 1.4 — 
40% x LIES Ek Cu) 4 9 9 9 9 9 9 
TEMED(:d) 3 5 5 5 5 5 5 


q)D 代 表 重 浪 ， 加 在 混合 及 中 ，!. 代 表 轻 波 ， 如 在 凡 液 以 中 。 

Cd REC H TEMED 应 在 灌 胶 前 加， 它们 的 里 应 根据 室温 和 聚合 情况 而 定 ， 

忆 惩 配制 处 同 终 浓度 ， 不 同 厚 产 和 不 同 大 小 能 蜂胶 ， 晤 根据 表 中 的 体积 按 比 例 
Ei, FREGE AAHH - 
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5.2,2 样品 的 准备 
5.2.2.1 样品 缓冲 液 的 配制 


根据 SDS 电泳 的 原理 、 样 品 缓 冲 滚 中 必须 含有 3-4 ETE 
白 的 SDS 和 是 以 断裂 . 硫 键 的 还 原 试剂 (2% : 硫 苏 糖 醇 或 S96 
8- 殖 基 乙 醇 )。 配 制 好 的 样品 还 必须 在 100 蕊 水浴 中 辫 沸 3 一 5 分 
钟 《 对 一 些 样 品 可 在 37 亿 保温 6 小 时 )。 在 每 点 党 白质 断裂 二 硫 
键 并 结合 1. 4g 单 体 SDS 后 ，SDS -多 肽 胶东 带 负 电 ， 有 具有 恒定 的 
HE. RREY Stokes 直径 和 分 于 量 成 正比 ， 通 常 在 样品 溶液 
中 加 1% 到 2% (wa) SDS， 在 凝 胶 中 加 0.1 % SDS, 

连续 电泳 的 样 蜗 缓冲 液 可 根据 缓冲 系统 选择 如 下 136]; 

1) 磁 酸 缓冲 系统 的 样品 缓冲 液 (0.01 mol/L, pH7. 1 ): 0.2g 
SDS- 1 ml FRZ (0.2 mol/L,pH7.1) * 0.2 ml g - 
筑 基 乙醇 ，+0.1 mg RM ERRAK REI 20 ml; AC 保 
ff. 

2) 咪唑 缓冲 系统 的 样品 缓冲 液 (0.01 mol/L, pH7.0):0. 2g SDS 
+2 ml 咪唑 缓冲 液 贮 液 《0.1 mol/L.pH7.0) * 0.2 ml B - Si 
CBE, -0.1 mg RME, FDOECZICREREESIEL 20 mo 4C (E, 
不 连续 电泳 的 样品 缓冲 液 (0.08 mol/L Tris- HCl, pH6. 8)-9€) 

通常 用 1.6ml 浓缩 胶 缓 冲 贮 液 (1mol/L Tris - HCl, pH6. 8) +4 ml 

10% SDS+0.3g MI MaR Imi B. MEZ) +2.Sml 8796 

TW +0. 1 mg RME, MRK ESI 20ml. 4C 保存， 丰采 

Hi pH8.8 Tris- HCl 缓冲 液 或 其 他 缓冲 液 会 得 到 不 同 的 分 离 结 

gn, 

小 所 梯度 SDS 电泳 样品 缓冲 液 (0.15 mol/L Tris- HCl, 1 96 
SDS)[%- 的 配制 :0. 2g SDS + 2 ml XE BE E PR E (1.5 mol/L 
Tris- HCl, 0.4% SDS, pH8. 8) * 0. Img RRK, MKA PE E 
到 20 ml, 4C ££. 
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5.2.2.2 蛋白 标准 的 准备 


选择 合适 分 『 景 范围 的 市 售 生 和 白 标 准 或 白 己 配置 一 套 蛋 fi 
(5—7 Pbr) 溶解 在 样品 缓冲 液 中 ， 王 样品 -一 样 在 1000 X 
3—-52rvb., 53, 在 -207 可 保存 六 人 月， 但 使 用 前 还 需 上 再 汇 和 
MRE Chn RE d Esp Hn Je RIA CL ERTEXE SG. 


5.2.2.3 样品 浓度 和 加 样 要 求 


半 岳 溶解 后 应 分 装 。 如 短期 保存 可 让 在 4 ， 如 长 期 保存 
lE — 200. SRIBEH SS SEXE L00C 3X 3 一 5 分钟 ， 并 加 3- 
琉 基 乙醇 《如 样 卓 缓 冲 液 中 原来 用 B- 殖 基 乙 醇 作 还 原 剂 )。 

TEd 3 BED Bp EE EGK [n] 28 HIER DLE B CRREBE ER FR DK. HA 
4.2.2.3 H1 4.2.2.4 Teo 


5.2.3 MH ik 
5.2.3.1 垂直 电泳 


SDS 和 常规 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 焉 让 电泳 的 方法 基本 相同 。 请 会 
见 4.2.3.1 节 。 将 缓冲 液 性 液 稀释 一 倍 便 为 连续 电泳 的 电极 缓冲 
液 。 不 连续 SDS 电泳 的 电极 缓冲 液 芝 用 Tris -甘氨酸 系统 
(0.025 mol/L Tris, 0.192 mol/L FAR, 0.196 SDS, pH8. 3), 


5.2.3.2. 水 平 电泳 


和 常规 聚 两 烯 酰胺 瞩 胶 电泳 -- 样 ，SDS 水 平 电泳 目前 也 有 二 
种 方式 ， 即 经 典 的 搭 接 读 纸 恬 的 方式 和 二 种 半 王 方式。 前 者 操作 
厅 烦 ， 电 读 时 间 长 。 半 和 于 技术 在 保证 分 辩 率 的 前 提 下 ， 电 访 时 间 
只 需 1 小 时 ， 月 节省 材料 ， 操 作 简 便 。 请 参阅 “实验 考虑 ”5.4. 
6 节 。 

FEIE BEES SDS 水 平 电泳 方法 与 常规 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 
的 方法 由 后 ， 参 见 4.2.3.2 六 。 连续 和 不 连续 电泳 的 电极 缓冲 液 
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和 上 述 的 SDS 垂直 电泳 相同 。 电 泳 可 采用 恒 电 流 方式 ， 加 样 时 
用 低 电 流 ， 以 使 样品 分 子 可 顺利 地 进 人 举 胶 5 。 


表 5.6 SDS 连续 和 不 连续 电泳 的 参数 [56] 


缓 神 液 系统 EE oe Iris HAR 
Werk RT 5% 10% 5% 10% 3.5% 7.596 
git SE (mA) 150 150 g0 80 50 30 
Ha ik 
Kf fa] (min) 20 20 20 20 20 20 
fé FAC (mA) 20 20 20 20 20 20 
IF B (min) 10 10 10 10 19 10 
fi tB ER (mA) 200 190 100 100 30 JO 
Jo 3 CV em) 5 6 12 15 15 15 
r i 
RIS RUSO 3 1.2 4.0 3.2 i.5 1.8 
迁移 速度 (aonvh) 


—— 一 - 


总 电文 时 间 (h) 4 5 1.5 2.5 l 1.5 3 
0》 


小 筷 梯 度 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 SDS 电泳 的 电极 缓冲 液 也 为 0.025 
mol/L Tris, 0.192 mol/L HAKR, 0.196 SDS,pH8,3)。 Hk Aff 
WP EFEHBIiIrDnS87 5, 见 表 5.7。 


75.7 dL 86H ES EREBEARERC SDS 电泳 的 条 件 (0 ERR $cm) 
电 讨 (YO 电流 (mA) HE (w) 时 间 (min) 温度 (U) 


—r 


预 电 泳 600 50 30 15 15 
加 样 200 20 20 5 15 
电泳 600 60 30 8ü 15 

52.4 检 ini 


在 SDS 电泳 中 ， 由 于 SDS 和 还 原 试剂 使 看 白质 变性 而 失去 
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生物 活性 ， 所 以 电泳 后 的 检测 方法 不 如 节 规 聚 丙烯 酰 腕 凝 胶 电 沪 
Hag BIKE. - 艇 为 考 玛 斯 亮 瞧 染色 和 银 染 色 ， 其 次 为 疾 
将 方法 和 转移 后 检测 


5.2.4.1 考 玛 斯 亮 蓝 染 色 


车 到 斯 拘 蓝 认 色 的 原理 和 方法 请 参见 4.2.4.2 $8, H F SDS 
Ta EE PATIOR DD REIHDTE WE WEG, BLUE SDS 电泳 
后 凝 胶 的 固定 和 梁 色 时 间 详 比 常规 聚 内 烯 酰胺 涂 胶 的 长 -一 信友 
右 13! 或 用 多 倍 体积 的 染色 液 染色 ， 以 排除 SDS 的 影响 。 

除了 在 4.3.4.2 节 中 所 述 的 一 些 常 规 考 玛 斯 亮 此 染色 方法 以 
外 ， 近 全 还 有 一 些 新 的 方法 可 供 选 用 。 作 者 11 使 用 的 方法 操作 
快 而 简便 ,并 有 旦 可 以 得 到 非常 清晰 的 背景 . 

Neuhoff 等 [3 介绍 了 -…… 种 席 灵 敏 度 的 染色 方法 (30ng F). 
KERE, GARIA, 

染色 波 : 在 980ml 2% H 100 g AARE, Ae 
溶解 。 再 加 lg 考 玛 斯 亮 蓝 G 250 Q8 A 20m 水 中 )， 不 需 过 
滤 ， 使 用 前 振 摇 。 

固定 : 将 凝 胶 放 在 0296 — ME NEIP EIE 1 小 时 。 

染色 : 取 160ml ERRER, AR EBI 40mi F. SERT 
染色 放 履 过夜 。 

染色 后 用 0.1 mol/L Tris -磷酸 缓冲 液 (pH 6.5 ) 漂洗 1 至 3 
分 钟 。 骨 用 25% (va) 乙醇 淋 洗 不 超过 Imin, REE 20% 
酸 铵 中 稳定 蛋白 -来 料 复 合 物 。 

一 种 快速 的 染色 方法 95 是 将 凝 胶 放 在 0.02 % 考 玛 斯 亮 监 
R 350 ( f 1096 MR) "P, Æ SOC 加 热 15 分 钟 。 然 后 用 
1096 Bi EQ Z Sii Ro E 2 小 时 便 可 ， 

5» ARRAGA pates EE 10 一 15 分 钟 (固定 
i: 2596 v DIRE, OAR), Hefe 2 小 时 (0.0695 考 玛 斯 亮 监 
G- 250, 1096 BEA), Zn AAZefs, 使 是 缩短 时 间 。 

Lundy 等 和 1 介绍 -- 种 新 的 染色 方法 用 来 观察 -- 些 细胞 培养 
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iOS EHE HERE ELK TES YF SDS E vk; KAER HH er 
醇 的 缓冲 液 漂洗 ， 以 除去 SDS。 在 0.5% 酷 蛋白 溶液 中 保温 ， 再 
Hiep Rd4k RO 250 染色 ， 具 有 和 蛋白 水 解 活性 的 带 非常 清晰 ， 
背景 为 蔬 色 在 同 - - 块 凝 胶 中 的 分 子 量 蛋白 标准 的 染色 带 更 涤 ， 
用 此 方法 可 以 测定 蛋白 水 解 物 的 分 子 量 。 这 种 方法 具 要 作 稍 微 的 
修改 也 可 以 用 十 检测 常规 育 内 烯 酰胺 锋 胶 和 等 电 聚 焦 电 泳 后 的 蛋 
台 水 解 活性 、 

Sreeramulu 和 Singh HUIR -T 4c X3 prse R- 250 染色 
后 可 用 0.5 mol/L NaCl 水 溶液 在 25 U Wife; Ems 2- 3 B. (NaCl 
的 浓度 应 在 0.1 一 2 mol/L WAN). 这 种 方法 的 优点 是 不 元 要 有 有 
PLI. WHAE Nad 脱色 的 结果 串 得 到 深 紫 蓝 色 和 蛋 白带， 可 提 
凯 定 量 测定 的 灵敏 度 ， 而 用 申 醇 - 酷 酸 陪 色 只 能 得 到 艾 蓝 色 的 和 蛋 


5.2.4.2 tie 


银 染 色 的 机 制 、 种 类 和 方法 请 参见 4.2.4.3 W, RUSH 
据 Heukeshoven 等 [3,#] 的 方法 改进 的 染色 程序 在 内 很 多 实验 
室 都 得 到 了 满意 的 结果 ， 见 去 5.8 。 关 键 是 必须 使 用 无 离子 双 落 
水 ,甲醛 和 成 二 醛 必须 是 新 鲜 试剂 ， 无 案 合 ， 其 余 试剂 也 应 该 用 
分 析 纯 。 染 色 在 日 光 下 进行 ， 并 不 断 振 揪 。 

银 染 色 的 第 一 步 是 固定 。 固 定 有 两 个 日 的 : - -是 将 蛋白 固定 
在 凝 胶 中 或 人 宇 少 是 防止 蛋白 在 北 胶 中 扩散 。 第 二 个 日 的 是 去 除 下 
扰 染 色 的 物质 ， 如 去 污 剂 ， 还 原 试剂 和 缓冲 液 的 一 些 组 分 ， 如 甘 
AM. HERTA ERRES, sk (mg) 和 醋酸 [4,47- 或 三 毛 
醋酸 (* 1。 固定 后 的 凝 胶 才 能 由 银 颗粒 显 色 。 对 SDS E ok B ERE 
进行 银 染 色 ， 一 定 要 在 染色 前 除 友 SDS， 所 以 通常 要 用 几 次 漂洗 
的 程序 。Kirkeby 2&9 dg H o iE £t E E id fa c D b 48 i n 09 
程序 。 最 佳 的 国定 应 该 是 时 间 短 ， 不 会 在 染色 时 产生 背景， 能 有 
效 地 固定 蛋白 ， 不 影响 蛋白 与 染色 剂 的 反应 ， 并 所 固定 液 的 浓度 
应 尽 可 能 的 低 。 他 们 用 乙醇 、 醛 和 酸 溶 波 预 固定 10 分 钟 ， 然 后 

M: 
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HER (IC HE RS FP IER -RERI LBETRHRCXIP EE. (ox, 2E) Ber 
味 酸 和 乙醇 溶液 仅 仪 固定 5 分 钟 ， 便 可 加 速 灵敏 的 银 染 程序 。 


sux 


漂洗 


LL 


5 & 


25 ii: 


B 


保存 


5 


表 5.8 SDS 电泳 后 凝 胶 的 银 染色 01 


试剂 
500ml 乙醇 
100ml 2K NES 


400mi RRK 


75ml 乙醇 

17g Es BE 49 

1.25ml 25% J&, RE 

0. 5g ELE ELAR OT -5H;O 


TH 2 PLU EREA N E 250m 
用 蒸馏 水 漂洗 三 次 


0.25g MER 
SOul 甲醛 
Fi STR /K Dill € 250ml 


6.25g WAH 

2551 甲醛 

HARMKE 250m 
3.65g EDTA ~ Na; -2H;O 
ARR KIWE 250m 


HRR K PRSE 二 次 


25ml |f tt 
Až gk MÆ 250ml 


时 间 


全 人 少 30 分 钟 


30 r9 


5 4r gR AX 


2— 10 st PLZ 
EE ga EE ER GS 


10 分 钟 


5 5b AK 


30 APRH T 


多 肽 的 银 染 由 于 分 子 小 很 难 被 固定 ， 文 献 报 道 认为 较 好 的 固 
定 剂 是 12.5% 戊 二 醛 901, 
Swain 和 Ross51: 介 绍 了 一 种 简单 ,灵敏 ,高 分 辨 , 低 背 景 的 银 
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染 方 法 多 表 5.9 - 


表 5.9 蛋白质 SDS 电泳 后 的 银 染 色 人 1 


gr iA SR E 时 间 (分钟 ) 
(ET MSZE DA 0 
(2088 E 发 若水 10 
(ajApbzg/ib ^ 0.0596: A ,0.003796 REL 40" RE 5 
(Dim 409€, LA 20 
(5) it HAK 20 
(6)fst (E GAEE Ig/L) 1 
(RE X UK 1 
(SEDE XGK IK 1 
(9g St 0. 1% GEN SR 20 
OO 8 E RAK 1 
(0988 2.596 SK BE f ,0.0:48 96 H f d 
(12)5 E 2.5% ERBEN L0. 0148 96 HT E 13 
(IDAE 5% RM p? 


CI 妆 溶 滚 转 为 黄色 时 ， 立 印 合 去 济 液 . 
D 6*mR' WR. 
G MEZ, BHRR IE NaQCO, RRE, 


HEAT SDS 电泳 后 的 根 染 色 可 采用 甲醛 和 乙醇 固定 ， 但 
需要 用 2,7 - 蔡 二 硫酸 钠 (2.7 - Naphthalenedi sulfonic acid - Na») 
敏 化 和 铵 银 染色 [?-。 组 蛋白 的 银 染色 是 比较 困难 的 ， 酸 性 蛋白 
的 银 染 也 同样 困难 13.。 

Granzier 等 [54] 对 分 子 量 在 70 万 到 300 万 (0.7 —3MDa) zc ll 
的 巨型 蛋白 分 子 的 下 溶性 和 SDS 电泳 后 的 银 染 色 进 行 了 研究 。 
Blum 等 5: 对 植物 叶 看 白 和 病毒 蛋白 的 银 染色 方法 进行 了 改进 。 
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s.2.4.3 其 他 染色 方法 


在 用 Stains all 染色 时 ， 为 了 克服 SDS FIR, FL A BER 
放 在 2596 VALER |, f£ SOC 加 热 15minc 

Remazol Briliant Blue R 可 用 于 电泳 前 的 蛋 户 染 位 ， 这 种 预 
染色 方法 在 没有 SDS 时 会 降低 有 蛋白质 的 溶解 性 -*]， 所 以 适合 于 
SDS 电 染 [51， 用 这 种 闷 料 预 染 血清 ， 和 蛋白 不 会 产生 沉淀 ， 且 方 
法 灵敏 ， 吕 对 蛋白 进行 半 定 量 测 定 ， 但 蛋白 谱 带 会 有 变化 331。 

在 酸性 条 件 下 ， 在 有 钥 酸 盐 时 ， 蒜 = 酚 红 电 白 (pyrogallol 
red protein). 检测 是 基于 形成 一 个 蓝 色 蛋 日 染料 复合 物 (pyrogal- 
lol red- molybdate, PRM). TF PRM 复合 物 离 心 ， 在 SDS I ik 
前 重新 溶解 。 与 二 氧 醋 酸 沉 淀 方 法 相 比 ， 此 方法 给 出 较 好 和 较 均 
一 的 回收 率 。 可 用 于 测定 重 扬 质 各 多肽 的 分 子 量 各 痕 量 成 分 的 检 
测 ， 且 此 方法 比较 简单 而 经 济 [@. ， 

BE4E G Æ SDS 电泳 后 也 可 用 PAS 试剂 (periodic acid schiff) 
检测 :646]。 最 近 ，Carpenter 45/9) x£ SDS 电泳 分 离 后 ， 用 PAS 
反应 不 能 检测 的 人 唾液 中 的 糖 僵 白 ， 将 其 转移 到 硝酸 纤维 素 臣 
E, Shi MEE K HREN (lectin probes), BF dE £7 5e Sii s, R9 db 
(isothiocvanate) 的 荧光 检测 。Beeley 等 6541 比较 了 二 种 方法 ， 考 
到 斯 学 蓝 R 250， 和 银 染 和 和 发光 方法 对 人 唾液 中 和 蛋 旦 的 检测 。 结 
果 表 示 不 论 在 分 辩 率 和 灵敏 度 方面 ， 丹 磺 栈 化 一 一 转移 发 光 的 方 
法 都 给 出 最 好 的 结果 ,特别 是 当 湿 白 中 含有 较 多 富 碱 性 睛 氨 酸 
Hj. 

Vargic 28/6] H] a 28 nl nit 8 45 Bl TF (a - naphthyl glucopyra- 
nuside) 作 底 物 ， 酶 反应 得 到 的 a 2E RLB (Fast Red B). 或 
HE BR (Fast Blue BB). 染色 ， 快 速 而 简单 地 检测 了 SDS 电泳 后 
的 外 -B-1，3- 葡 聚 糖 酶 。 

Bath** Ze SDS 电泳 后 将 贷 白 转移 到 硝酸 纤维 素 膜 上 上， 并 用 
FERE (Auro Dye) 进行 爹 染 色 ， 可 以 除去 常见 的 纹理 现象 。 
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5.2.4.4 XHAR 


荧光 标记 法 请 参阅 4.2.4,7 。 最 近 Vesterberg 9 icut T JB 4L 
学 发 光 的 方法 检测 非 还 原 SDS 琼脂 糖 电 泳 后 的 蛋白 可 以 大 大 简 
化 曲 作 和 提高 灵敏 度 。 


8.2.4.5 电泳 转移 
电泳 转移 请 参阅 第 十 -… 章 。 
5.2.4.6 电泳 后 蛋白 带 的 氨基 酸 组 成 和 序列 分 析 


电泳 后 蛋 百 带 的 氨基 酸 组 成 的 分 析 方 法 请 参阅 4.2.4.10 。 

电泳 分 离 后 蛋 日 质 的 N -未 端 氨基 酸 序列 分 析 能 通过 与 异 硫 
MEEN (phenylisothiocyanate, PITC) 反应 ， 顺 序 地 除去 N- 
未 端 氨基 酸 来 测定 ， 即 Edman 降解 法 !”!。 以 后 比较 重要 的 改进 
是 采用 各 动 男 相 测序 。 蛋 白质 从 凝 胶 中 电 洗 陪 后 ， 共 价 结合 到 活 
化 的 焉 璃 支持 物 中 ts 或 吸附 在 合成 膜 上 [5 中 ， 然 后 用 HPLC 来 鉴 
3l e AERE TY), fud: HEUS 1 pmol 以 下 。 从 电泳 中 分 
离 微 克 量 的 蛋白 便 可 用 于 序列 分 析 f70,7 。 


5.2.4.7 所 泳 后 的 肤 图 分 析 


SDS 上 电泳 后 的 多 上 肽 能 用 及 图 来 定性 。 在 用 胰 和 蛋白酶 消化 以 前 
先 用 放射 性 标记 从 凝 胶 中 洗 陪 的 蛋白 可 以 提高 灵敏 度 [72.53] 。FL 
der 等 [4 介绍 一 种 比较 简单 的 方法 ， 即 用 SDS 电泳 分 离 的 多 用 
在 凝 胶 上 用 放射 性 碘 标 记 和 用 号 蛋白 酶 水 解 ， 肽 片 从 凝 胶 上 洗 
陪 ， 再 用 双向 层 析 和 放射 自 显影 分 析 。 用 这 种 方法 分 析 的 限制 是 
蛋白 质 中 必须 含有 对 放射 性 矿 化 作用 敏感 的 氨基 酸 残 基 。 另 一 种 
快速 方法 中 是 不 进行 洗 脱 ， 而 在 电泳 后 的 凝 胶 上 进行 部 分 蛋白 
水 解 裂解 ， 然 后 再 进行 第 二 向 的 ， 只 根据 分 子 大 小 分 离 的 SDS 
电泳 。 原 则 上 ， 在 专 一 位 置 用 裂解 产生 多 肽 的 方法 ， 例 如 用 酸 水 
解 Asp 一 Pro 8E, HERBE Asn—Gly B, FUN JOGGING UHE 
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(N- chlorosuccinamide) AME GS zB X AE, JI IRE CREE ot su 
酸 残 基 竺 前 能 用 于 肽 图 分 析 很 重要 的 - -点 是 要 避免 产生 大 量 非 
和 小 的 多 肽 ， 困 为 亡 们 难以 分 析 ， 而 且 很 可 能 从 凝 胶 中 丢失 。 肽 
图 分 析 的 双亲 电泳 方法 请 参见 第 八 音 、 


5.2.5 照相 , 凝 胶 干燥 


5.2.6 定量 测定 


请 参见 4.2.6 节 。 


5.3 实验 考虑 


5.3.1 SDS 电 沪 是 测定 重 日 质 亚 基 分 子 量 的 
最 佳 选 择 


与 其 他 技术 ABH., BARE, WERO., BAWA) 相 比 . 
用 SDS 电 泳 测定 业 基 分 子 量 是 -种 简单 、 经 济 、 快 速 、 高 分 状 
的 好 方法 。 因 为 SDS -蛋白 胶东 都 是 均一 的 带 负 电 ， 所 以 都 向 同 
一 方向 《阳极 ) 迁移 。 而 且 胶东 通常 带 有 较 多 的 负电 荷 ， 故 有 较 
高 的 迁移 速度 。 用 SDS 处 理 后 的 多 肽 去 折 亚 ， 呈 钊 展 状 态 ， 分 
离 可 以 在 排 盟 性 凝 胶 中 完成 ， 这 样 便 可 限制 扩散 ， 由 此 可 得 到 高 
DARRER o 

根据 SDS 电泳 的 原理 ， 它 主要 用 十 蛋白 质 的 分 离 、 亚 基 组 
成 的 研究 ， 得 到 的 是 王 基 的 分 子 量 ， 而 不 是 完整 蛋白 的 分 子 量 。 
虽然 绝 大 部 分 蛋白 质 的 亚 基 分 子 量 的 对 数 对 SDS 电泳 的 迁移 率 
存在 着 线性 关系 ， 但 是 也 有 一 部 分 蛋白 质 除 外 ， 如 电荷 异常 或 构 
象 异 常 的 蛋白 质 〈 组 蛋白 B, 本 身 带 有 大 量 的 正 电 荷 ， 结 合 的 
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SDS 不 足以 消除 原来 正 电荷 的 影响 )。 带 有 较 大 辅 基 的 和 蛋白质 
(WER EG) 以 及 一 些 结 梅 蛋 外 《例如 胶原 蛋 志 ) 和 -- 些 含 
二 硫 键 较 多 的 和 蛋白质 【有 些 受 体 ) 等 ， 如 使 用 常规 的 SDS E òk 
方法 ， 它 们 的 相对 迁移 率 与 分 子 量 的 对 数 不 呈 线性 关系 。 

SDS 电泳 的 方式 与 常规 电泳 -- 样 ， 如 果 条 件 许 呀 ,水 平 电 
访 ， 特 别 是 壮 干 电泳 是 可 取 的 方式 ， 因 为 它 同 样 具 有 操作 方便 ， 
节省 材料 ， 电泳 速度 快 等 优点 - 


5.3.2 凝 胶 浓度 和 缓冲 系统 的 选择 


由 于 SDS 电泳 分 离 并 不 取决 于 蛋白 质 的 电荷 密度 ， 只 取决 
TATARE SDS -~ 午 白 质 胶 束 的 大 小 、 因 此 凝 胶 浓 度 的 选择 会 
直接 影响 分 辨 率 ， 如 图 5.5 。 在 其 他 条 件 都 相同 的 情况 下 ，7 种 
蛋白 质 在 10% 凝 胶 中 分 离 后 均 不 偏离 直线 ， 但 在 5% 凝 胶 中 分 离 
后 ， 细 胞 色素 C 的 分 于 量 较 小 ， 偏 离 了 直线 。Y - 球 蛋 白 的 轻 链 
和 碳酸 醛 酶 的 分 离 太 小 ， 使 迁移 距离 难以 测量 。 有 关 凝 胺 浓度 的 
选择 请 参阅 5.1.3 。 

虽然 SDS 电泳 缓冲 系统 的 选择 比 常规 到 丙烯 酰胺 电泳 要 简 
单 得 多 ,但 它 直接 影响 蛋白 带 的 分 辩 率 和 电泳 的 速度 ， 请 参阅 
5.1.2 节 。 
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GO IugHAYCsmeM TE ^9 
(2) 


图 5.5 ”七 种 蛋白 质 在 不 同 凝 胶 浓 唐 《1); T=5%; (2) T= 
10% 中 的 SDS mik 1. 细胞 色素 C，2， 肌 球 和 蛋白 ，3. 
Y- 球 蛋白 《〈 轻 链 ) 4. RENY, 5. WAER, 6. "Y RI 

蛋白 〈 重 链 ) 6. AREK, 7 ARRERA, 8. 混合 样品 


SDS 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 聚 合 不 佳 的 原因 及 对 策 ， 请 参阅 2.3， 
4.2.1, 4.3.3 85.2.1 55, 


5.3.3 SDS- JR BR er ERE DK 


1995 年 瑞典 的 Acevedo 5& US 31i Vesterberg A569! [a] BT Az 36 3x 
章 用 琼脂 糖 代 替 聚 丙烯 榴 胺 作为 SDS 电泳 的 支持 介质 。 前 者 的 
实验 证 明 用 0.1%SDS，1.25 WMR RR, TE 7 — 200kDa 的 分 
子 量 范 围 内 得 到 了 分 子 量 的 平方 根 和 迁移 距离 之 间 的 线性 关系 ， 
线性 相关 系数 是 0.998 。 用 SDS 处 理 的 蛋白 质 的 迁移 距离 与 琼脂 
糖 北 胶 浓 度 有 着 线性 变化 。 琼 脂 糖 的 型 号 和 质量 影响 SDS -蛋白 
带 的 分 辨 率 、 后 者 介绍 了 用 化 学 发 光 的 方法 灵敏 地 检测 了 SDS- 
BR PR BERE E Dk P KI 5E e 
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5.3.4 去 污 剂 的 选择 


蛋白 质 的 浴 解 一 直 是 研究 者 首先 要 和 解决 的 问题 。 虽 然 有 很 多 
不 同 的 方法 可 洲 解 蛋白 ， 如 使 用 酚 、 酯 酸 、 高 浓度 的 尿素 等 ， 伍 
用 得 最 多 的 是 去 污 剂 ， 包 括 无 离子 去 污 剂 ， 如 Lubro w, Brij35, 
Tween 和 Triton 等 ; 阳离子 去 污 剂 ， 如 cetyltrimethyl ammonium 
bromide (CTAB) 和 Cetylpyridinium (CPC); 阴离子 去 污 剂 ， 如 
deoxycholate (DOC) 和 SDS., 


5.3.4.1 阳离子 去 污 剂 


盘 然 几乎 所 有 的 蛋白 可 以 溶解 在 SDS 中 ， 甚 至 包括 朴 水 和 
变性 的 蛋白 ， 但 高 碱 性 蛋白 (如 精 和 蛋白) 和 高 酸性 蛋白 (如 铁 氧 
化 还 原 蛋 白 ) 由 于 不 能 很 好 地 结合 SDS， 在 电泳 时 ， 前 者 产生 沉 
BE, 后 者 会 出 现 异常 行为 ， 所 以 应 该 用 CTAB 来 代替 SDs, 
方法 与 SDS 电泳 基本 相同 ， 只 是 电泳 方向 是 向 阴极 迁移 。 在 
=10% , C=5% i}, (E 10—40kDa 之 间 能 得 到 分 子 量 对 数 和 迁 
移 率 之 间 的 线性 关系 。 但 是 CTAB 会 在 凝 胶 中 产生 沉淀 物 ， 这 
种 去 污 剂 的 过 硫酸 盐 沉 淀 物 使 铮 胶 星 乳白 色 ， 所 以 不 能 用 染色 方 
法 ， 而 只 能 用 丹 磺 酰 化 合 物 标记 作 荧 光 检 测 。 但 这 仍然 不 能 克服 
由 于 沉 省 物 引 起 的 过 硫酸 盐 的 不 均匀 分 布 导致 的 CTAB 的 不 均 
勺 分布 和 凝 胶 的 不 均匀 聚合 。 这 两 者 都 将 影响 蛋白 和 去 污 剂 的 结 
合 平 衡 ， 而 且 沉淀 颗粒 的 本 身 也 影响 蛋 刍 迁移。 在 染色 ， 脱 色 过 
程 中 ， 去 污 剂 和 染料 结合 也 会 产生 沉淀 物 ， 所 以 染色 最 好 在 80 
一 100 人 进行 3j。 为 避免 作为 催化 剂 的 过 硫酸 铵 导致 沉淀 物 的 产 
生 ， 可 采用 光 育 合 的 方法 。 

CPC 是 另 一 种 可 用 于 代替 SDS HRA TEA., wee 
合用 硫酸 铁 -抗坏血酸 作为 催化 系统 。 据 报道 在 17 — 160kDa 之 
间 ， 分 子 量 对 数 和 迁移 率 之 间 存 在 着 线性 关系 。 
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5.3.4.2 无 离子 去 污 剂 


出 于 阳 离 季 和 阴离子 去 污 剂 都 能 引起 天 然 分 子 结构 的 变化 ， 
并 使 蛋 上 变性 ， 大 部 分 酶 失 上 活性 ， 抗 原 抗 体 失 去 免疫 特性 。 叶 
然 可 以 设法 去 除去 污 剂 而 恢复 活性 ， 但 并 不 是 所 有 和 蛋白 都 可 以 僚 
到 。 所 以 许多 膜 重 白 和 酶 可 以 用 无 离子 去 污 剂 溶解 。 如 Tween 
80, Triton 100 等 ， 它 们 可 以 温和 地 使 蛋白 解 聚 ， 但 保留 活性 。 

由 于 去 污 剂 的 元 离子 特性 ， 蛋 日 质 的 内 部 电荷 在 电泳 分 离 中 
起 着 重要 的 作 玫 ， 因 此 便于 对 分 子 量 小 但 带 有 不 同 电荷 的 蛋白 进 
行 分 离 。 它 的 缺点 是 相同 的 重生 并 不 具有 恒 算 的 荷 - 质 比 ， 所 以 
不 能 用 分 子 量 对 数 和 迁移 率 的 关系 来 测 生 分子量 ， 而 必须 用 Fer- 
guson 作 图 法 测 得 Hearing 4/991 H T =4% —1596, C = 396 f 
KERER 《不 去 可 污 剂 ) 研究 了 33 种 不 同 的 纤维 蛋白 、 球 蛋 
E. BERENGMSEE CEP 196 Triton 100)， 得 到 了 很 好 
的 线性 关系 ,平均 误 盖 + 1096, KIEF SDS 电泳 的 结果 
(X596), REHA Triton 不 影响 水 溶性 蛋白 的 KR 和 Yo 值 ， 但 
影响 结合 大 量 去 污 剂 的 和 蛋白， 如 许多 膜 和 蛋白 。 它 们 的 迁移 率 取决 
于 一 蝗 一 去 污 剂 复 合 物 的 大 小 ， 而 不 只 是 蛋白 质 的 大 小 。 


5.3.4.3 酸 - 尿 素 去 污 剂 


当 蛋 扫 质 在 低 pH， 并 有 无 离子 去 污 剂 时 可 进行 阴离子 电泳 ， 
蛋白 质 的 迁移 率 取 决 于 它们 结合 去 污 剂 的 能 力 以 及 去 污 章 和 多 肘 
链 的 疏水 区 之 间 的 混合 胶 束 的 形成 ， 也 就 是 取决 于 蛋白 质朴 水 区 
的 特性 ， 大 小 和 净 电 荷 。 由 十 尿素 的 存在 ， 去 污 剂 的 结合 量 被 减 
少 ， 电 泳 谱 带 随 着 尿素 和 去 污 剂 的 浓度 的 改变 而 改变 。 用 很 低 交 
联 度 (C—0.67 %) 的 浠 腕 -dll 和 不 连续 电泳 系统 !&] 对 组 蛋白 的 
分 离 会 有 很 好 的 结果 ， 并 且 可 以 进而 向 双向 电泳 。 


5.3.4.4 电荷 位 移 电 泳 
Helenius 35:83 介绍 了 一 种 叫做 电荷 位 移 电泳 (Charge shift 
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electrophoresis) WER, EAH TÆN Eg EKK 
蛋白 以 及 有 很 强 玖 水 性 的 两 性 蛋白 形成 的 -- 个 完整 的 膜 结 构 的 差 
别 。 这 种 电泳 用 pH 9.0 ， 含 有 0. 1mol/L NaCl, 0.596 Triton 的 
0.05 mol/L HAR AAKA, 1% 的 琼脂 糖 效 胶 进 行 。 
样品 可 用 阳离子 去 污 剂 、 闲 离子 去 污 剂 或 泡 离 子 去 污 剂 处 理 。 有 
阳离子 和 阴离子 去 污 剂 存在 时 ， 两 性 蛋白 的 迁移 率 与 无 离 了 去 污 
剂 存在 时 是 不 同 的 。 因 为 亲 水 温 白 和 外 局 的 膜 蛋白 结合 相对 比较 
少 的 Triton X - 100， 但 两 性 蛋白 在 朴 水 区 周围 结合 比较 多 的 无 
离子 去 污 剂 :。 


5.3.5 样品 的 处 理 


重 白 质 是 道 过 分 子 内 和 分 子 间 的 毛 键 ， 朴 水 相互 作用 以 及 半 
胱 氨 酸 之 间 的 二 硫 键 来 维系 它们 的 天 然 结构 的 《三 级 和 四 级 结 
构 )。 在 蛋白 溶液 中 加 和 过量 的 SDS 后 ， 可 以 引起 以 下 的 反应 ， 
由 蛋白 质 本 身 的 电荷 变化 被 屏蔽 ; 人 @@O 氢 键 被 断裂 ; 国 朴 水 相互 作 
用 被 取消 ; COHEN XESDE 〈 -级 结构 破坏 )， 并 形成 棍 球 形 。 

在 每 克 和 蛋白质 结合 1.4g SDS 单 体 后 ， 所 有 的 SDS -和 多肽 胺 束 
痢 带 负电 ， 且 有 恒定 的 荷 - 质 比 。 胶 束 的 Soks 直径 和 分 子 量 成 
正比 。 通 常 在 样品 溶液 中 加 1% 到 2% (w/v) SDS. ER bi 
0. 1% SDS, 

样品 处 理 的 方法 对 分 离 的 质量 和 它 的 重复 性 是 很 重要 的 。 根 
据 分 离 的 目的 可 以 分 为 三 种 处 理 的 方法 [37]， 


5.3.5.1 还 原 SDS 处 理 


当 加 入 还 原 试剂 二 硫 苏 糖 醇 (DTT) 或 8- 策 基 乙醇 后 ， 型 
日 质 被 完全 去 折 倒 ， 只 根据 分 子 量 分 离 ， 见 图 5.6 。DTT ER 
应 在 使 用 前 配制 。 终 浓度 通常 为 2 听 一 3%。 8B - 筑 基 乙醇 的 终 浓 
度 通 常 为 4% ~5%、。 使 用 DIT 的 优点 一 是 没有 得 味 ， 另 一 是 当 
在 同一 块 凝 胶 上 和 需要 同时 分 离 还 原 和 非 还 原样 品 时 不 会 因 扩 散 而 
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(5.6 SDS FIXE UR RE EI OR LT 


B npj dE X5 ER SE EA R9 2) 8S. hA T TED AER E ERGRI RT BRE SUE, 19 
却 后 有 时 需要 再 加 还 原 试 剂 以 防止 全 各 的 重新 折 和 迭 和 亚 基 的 缔 
合 。 访 记 这 : 步 吉 能 在 高 分 子 量 范围 产生 “ 刀 带 ghost band)”, 
在 其 样 处 产生 沉淀 。EDTA 可 以 阻 让 DIT 的 氧化 ， 所 以 当 系 统 
中 有 EDTA 时 ， 可 免 去 这 一 步 。 


5.3.5.2. 带 有 烷 基 化 作用 (alkylationj 的 还 原 SDS 处 理 


碘 乙 酰胺 (Godoacetamide) 的 烷 基 化 作用 可 以 很 好 地 并 且 经 
入 牢固 地 保护 SH 基 团 ， 而 得 到 罕 的 谱 带 《〈 见 图 5.7 )。 但 对 含有 
很 多 带 SH 基 团 的 和 蛋白， 被 测 得 的 分 子 量 会 略 有 增加 。 另 外 ， 帮 
C, BEC DAS RE ERE HS DTT 而 防止 在 银 汪 时 的 纹理 现象 。 碘 乙 
酰胺 的 烷 基 化 作用 最 佳 条 件 是 pH8.0， Bp FRE HN. 
0.4molL。 在 样品 各 热 并 冷却 后 ,在 100ul 样品 缓冲 液 中 加 Opl 
20% (w/v) WAZE, JETER 30 795, 

ZA (iodoacetic) IZ, BESESE (vinylpyridine) 也 可 用 作 
烷 基 化 作用 的 试剂 [5 。 


8.3.5.3 JERI SDS 处 理 


许多 样品 ， 如 生 寿 体液 、 血 清 或 尿素 ，-- 艇 只 和 需 用 1% SDS 
在 100€ 考 3 分钟， 并 不 需要 加 还 原 试剂 ， 此 时 二 硫 键 不 能 被 断 
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图 5.8 SDS 和 非 还 原 处 理 的 蛋白 [3 


裂 ， 重 白 并 没有 完全 被 去 折 玖 〈 见 图 $.8 )。 因 为 在 这 样 的 实验 
中 并 不 希望 破坏 免疫 球 蛋 白 的 四 级 结构 而 得 到 分 离 ， 所 以 不 能 用 
此 方法 来 测定 分 子 量 . 


5.3.6 半 干 技术 


SDS 电泳 半 于 技术 的 原理 和 方法 基本 上 同 常规 险 再 烯 酰胺 凝 
胶 电 泳 ， 请 参阅 4.3.6 节 。 大 面积 聚 丙 烽 酰胺 凝 胶 SDS 电泳 使 用 
半 于 技术 时 ， 应 采用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 条 !16:.， 它 的 配方 是 : 
D 阳极 SDS Z MUR NEBER: T=12%, C=3% 0. 30mol/L 
Tris, 0.30 mol/L ÆR, 4g/L SDS, pH6.4。 
2) 阴极 SDS ARERR: TD —1296, C —396, 0.08 mol/L 
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Tris, 0.80 mol/L ER FEAA HAR (Tricine), 4g/L SDS, 
pH7.l : 
AERLE PS PC E SEREE SDS 电 注 使 六 半 干 技术 时 ,可 采用 

FIRRA AR Se-. CN E: 

1) ARAM: O.2mol/L Tricine, 0.2 mol/L Tris, 0. 196 一 
0.596 SDS. 

2) 3903888 85. 在 电极 缓冲 液 中 边 搅 拌 ， 边 加 琼脂 糖 ， 者 沸 5 分 
钟 ” 稍 冷 后 ， 倒 人 语 制 形状 的 北 胶 条 模具 中 ， 自 然 冷 却 固化 
后 在 4C 保存 。 
作者 的 实验 证 明史 | ， 琼 脂 糖 的 电 内 渗 对 SDS RA AS Bk KE 

胶 电 泳 无 影响 。 这 对 琼脂 糖 的 选择 提供 了 方便 和 经 济 的 根据 。 
使 用 滤纸 块 进行 半 王 电泳 的 方法 比 上 述 两 种 凝 胶 条 的 方法 更 

简便 。 操 作 方 法 问 4.3.6 节 。 电 极 缓冲 液 的 配方 如 下 . 台 ] ， 
阳极 缓冲 液 (pH 8.4): 0. 3mol/L Tris -乙酸 ，0.1 % SDS, 

0.01 96 NaN; 和 少许 省 酚 蓝 。. 

明 极 缓冲 液 (pH 7.1): 0.8 mol/L —£FEH ke SH S se 

(tricine), 0.08 mol/L Tris, 0. 196 SDS ffl 0.0196 NaN; . 


5.3.7. 检测 方法 的 选择 


由 于 妆 准 电泳 后 样 晶 已 经 变性 ， 所 以 检测 方法 通常 用 各 种 
考 玛 斯 亮 蓝 和 银 染 色 《 人 金 染色 并 不 普遍 )。 有 关 考 玛 斯 党 蓝 和 银 
染色 的 实验 考虑 请 参阅 4.3.7 和 3.2.4 节 。 


5.3.8 生物 活性 的 恢复 


如 前 所 述 ， 在 常规 聚 丙 燃 酰 胺 凝 胶 电 泳 乒 ， 在 凝 胶 中 或 洗 陪 
后 到 以 检测 天 然 蛋 EI 的 生物 活性 。SDS 电泳 后 也 有 这 种 可 能 性 。 
以 蛋白 中 除去 所 有 的 SDS， 许 多 和 蛋 蝗 会 恢复 活性 ， 或 至 少 恢 复 部 
分 活性 。 因 为 SDS 不 一 怎 导 致 不 可 族 灾 性 , 但 有 许多 因子 影响 
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活性 的 恢复 。 

I) SDS 的 纯度 市 售 的 SDS 由 于 有 长 链 烷 基 硫 上 酚 盐 和 少量 亲 脂 
化 合 物 如 二 一 烷 基 醇 (dodecyl alcohol, DDA), 1 -十 二 碳酸 
(1- dodecene)， 双 十 一 烷 脂 《ddodecyl ether DDE) MILL: 
烷 基 破 酸 起 《didodecyl sulfate, DDS) 等 的 存在 ， 它 们 与 党 
HASS E SDS 紧 ， 因 而 影响 了 蛋 扣 活性 的 恢复 。 

和 蛋白酶 的 影响 在 样品 准备 过 程 中 ， 和 蛋白 槛 降解 盒 白 ， 因 而 
影响 了 生物 活性 的 恢复 。 

二 硫 键 对 活性 没有 贡献 的 蛋白 和 非 均 一 王 基 组 成 的 蛋白 ， 最 
容易 被 焦 复 活性 。 

尽 可 能 慢 地 排除 所 有 结合 和 非 结合 的 SDS， 使 变性 蛋白 有 足 
够 的 时 间 去 恢复 天 然 的 构象 而 复 性 ， 所 需 的 时 间 取 决 于 蛋白 
的 结构 [89] 

在 恢复 活性 所 用 的 缓冲 液 中 应 包括 在 电泳 过 程 中 被 迁移 出 的 
辅助 因子 和 辅酶 。 高 浓度 底 物 ， 毛 化 钠 ， 甘 油 和 硫 赶 还 原 试 
剂 ， 如 DTT 的 存在 也 将 对 酶 的 活性 的 恢复 有 利 ， 但 硫 赶 试剂 
的 深度 必须 保持 低 水 平 [%0 忆 1。 

玖 水 蛋白 恢复 活性 时 ， 必 须 用 无 离子 去 污 剂 或 两 性 离子 去 汽 
FÆI SDS， 以 保持 蛋白 的 可 溶性 。 

SDS 电泳 后 ,可 在 凝 胶 中 ， 电 洗 脱 后 ,在 自由 溶液 中 或 固定 
在 转移 膜 上 恢复 蛋白 的 生物 活性 。Hijerten 教授 [1 对 可 溶性 膜 蛋 
要 的 活性 的 恢复 进行 了 详细 的 讨论 . 


5.3.8.1 在 凝 胶 中 恢复 活性 


只 有 单 体 蛋白 和 有 相同 亚 基 组 成 的 蛋白 才能 使 用 这 种 形式 焦 
复活 性 。 因 为 对 非 均 -蛋白 来 说 ， 不 同 尺 二 亚 基 多 肽 链 将 定位 在 
BERTAN, HARR, ER, K (5:2:13) 能 除去 大 部 分 
SUS、 随 后 用 缓冲 液 或 用 含 25% 异 再 醇 的 缓冲 液 来 洗 。 另 一 种 方 
法 是 只 用 缓冲 液 洗 或 用 甘油 ， 底 物 ， 硫 赶 试剂 ， 高 盐 或 无 离子 去 
PORUE. SDS 也 可 以 在 有 了 尿素 时 再 进行 连续 电泳 ， 即 双向 电泳 来 
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除去 31。 第 一 向 SDS 电泳 后 分 离 蛋白 ， 然 后 在 有 尿素 和 NP - 
40 时 进行 第 二 同 电文 ， 从 多 上 肽 中 去 除 SDS。 凝 胶 再 被 平衡 以 除 
去 尿素 ， 多 上 肽 便 能 恢复 活性 ， 并 能 借助 秆 生物 活性 定位 检测 。 


5.3.8.2 电泳 转移 后 恢复 生物 活性 


如 果 在 电泳 后 需要 保存 原始 结果 时 ,这 是 一 种 可 选 的 方法 。 
用 洗 膜 或 冉 进 行 一 次 连续 电泳 的 方法 ， 便 可 从 固定 在 膜 上 的 蛋白 
中 除去 SDS。 和 蛋白 仍然 能 被 国定 在 膜 上 检测 活性 或 洗 脱 后 检测 。 


5.3.8.3 洗 脱 后 在 自由 溶液 中 恢复 生物 活性 


从 SDS 电泳 后 的 凝 胶 中 涉 脱 SDS -多 肽 复合 物 的 一 个 需要 立 
即 解决 的 问题 是 完全 除去 SDS。 只 用 透析 方法 通常 不 够 有 效 。 
Weber 等 54] 先 用 尿素 ， 然 后 用 Dowex 树脂 除去 SDS， 再 用 透析 
除去 尿素 ， 蛋 白 便 被 慢 慢 恢复 活性 。 对 某 些 蛋 白 可 在 电泳 后 用 氯 
化 钾 染 色 ， 切 出 可 殉 蛋 下 带 的 凝 胶 ， 磨 条， 在 含有 0.1 % SDS 
的 缓冲 液 中 扩散 洗 脱 ， 上 骨 用 醋酸 沉 注 浓缩 ,沉淀 溶解 在 盐酸 肚 
中 ， 表 使 多 肘 复 性 ,活性 恢复 的 百分比 取决 于 使 用 的 方法 和 和 蛋白 
的 性 质 !s9] 。 除 去 SDS 的 另 一 个 方法 是 离子 对 葡 取 [5 和 用 离子 - 
BERRIS (ion - rerardation resins)!%;， 使 用 这 个 方法 时 蛋白 回 
收 率 通常 高 于 80%。 


5.3.9 电泳 过 程 中 的 不 正常 现象 和 对 策 


SDS 电泳 过 程 中 的 不 正常 现象 和 对 策 与 常规 聚 丙 烽 酰 胺 凝 胶 
电泳 基本 相同 ， 请 参见 4.4.7 节 。 


5.3.10 电泳 结果 的 分 析 


SDS 电泳 的 结果 分 析 与 常规 聚 天 烯 酰胺 凝 胶 电 六 相同、 请 参 
bj4.3.9 Fa 
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第 六 章 ”载体 两 性 电解 质 pH 
梯度 等 电 聚 焦 


FERE (isoelectrofocusing)， 缩 写 为 IFF 8 EF, Æ 60 年 
代 建 立 起 来 的 一 种 蛋白 质 分 离 分 析 于 段 。30 多 年 来 发 展 很 快 ， 
成 为 当前 一 向 电泳 中 具有 最 高 分 辨 率 的 技术 。 它 的 基本 原理 是 利 
者 重 白质 分 子 或 其 他 两 性 分 子 的 等 电 点 的 不 同 ， 在 一 个 稳定 的 、 
连续 的 、 线 性 的 pH 梯度 中 进行 蛋白 质 的 分 离 和 分 析 。 所 以 利用 
等 电 聚 焦 技 术 分 析 的 对 象 只 限于 蛋白 质 和 两 性 分 子 。 分 析 的 条 件 
是 北 胶 中 有 稳定 的 、 连 续 的 和 线性 的 pH 梯度。 根据 建立 pH fé 
度 原 理 的 不 同 ， 梯 新 又 分 为 载体 两 性 电解 质 pH 梯度 (Carrier 
ampholytes pH gradients) 和 固 相 pH 梯度 (immobilized pH gradi- 
ents)。 前 者 是 在 电场 中 通过 两 性 缓冲 离子 建立 pH 梯度 。 后 者 是 
将 缓冲 基 团 成 为 凝 胶 介质 的 一 部 分 ， 分 辨 宁 比 前 者 高 -- 个 数量 
级 。 本 章 将 详 述 前 一 种 方法 。 


6.1 £ 39 
6.1.1 蛋白质 的 等 电 点 


如 4.1.1 节 所 述 ， 以 电泳 观点 看 ， 重 白质 最 主要 的 特性 是 它 
的 带电 行为 。 它 们 在 不 同 的 pH 环境 中 带 不 同 数 量 的 正 电 或 负 
电 ， 只 在 某 一 PH 时 ， 和 蛋白 质 的 净 电 项 为 零 。 此 pH 即 为 该 蛋白 
质 的 等 电 点 (isoelectric point，bI) 。 蛋 白质 的 等 电 点 仅仅 决定 于 
它 的 氨基 上 又 组 成 ， 是 一 个 物理 化 党 常数 。 每 -个 蛋白 质 或 多 肽 是 
由 不 同 数 呈 和 比例 的 氨基 酸 组 成 的 ， 因 此 蛋白 质 的 等 电 点 范围 很 
宽 , 一 种 a -MIERE (chimpanzee) 的 pl HI4E351.8 , ili A. 
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Je SEXE ENG) pl 可 高 达 t1.7 ， 这 样 宽广 的 pl 范围 使 得 可 以 利用 
AGE THE AH UAE. UE PU PETS f FL pH ES REA UK 
焦 就 是 在 支持 介质 中 放 人 载体 两 性 电解 质 ， 通 以 直流 电 后 在 两 极 
之 问 形成 稳定 、 连 续 和 线性 pH 梯度 。 当 带电 的 蛋白 质 分 子 进入 
此 体系 时 便 移动 并 聚焦 于 相当 其 等 电 点 的 人 位置。 因此， 等 电 育 焦 
是 彼 照 等 电 点 的 不 同 将 蛋白 质 分 于 分 离 。 反 之 ,根据 蛋白 带 在 
pH 梯度 中 的 位 置 可 测 得 该 蛋白 质 的 等 电 点 。 见 图 6.1 UU 


， 和 蛋白 
到 达 等 


-pis 
E: 
达 


(通电 前 e (3)pH 梯 度 形成 
日 p PAR. 


图 6. | 性 白 质 分 子 在 载体 两 性 电解 质 pH 梯度 中 的 分 离 :0 


6.1.2 等 电 聚 焦 一 一 在 pH 梯度 中 的 电泳 


在 常规 聚 捷 烯 酰胺 雍 胶 电泳 中 ， 分 离 通常 是 在 得 定 的 缓冲 系 
统 中 进行 的 ， 如 图 6.2( 左 1， 假 定 缓冲 液 的 pH R9, 根据 净 册 
荷 ~ pH 曲线 (滴定 曲线 }， 贷 白质 A 和 了 将 分 别 有 净 电荷 -3 和 
一 1。 当 这 些 带 人 灸 电 的 蛋白 质 被 放 在 靠近 电泳 系统 的 阴极 时 ， 它 
拉 将 在 电场 的 影响 下 向 阳极 迁移 。 带 负电 待 多 的 恒 白 质 A EX 
RRRA S HTAR ESE AE B EIN Ei SE H A B 
HH. BERA AMBA DRERI, Tod i F 
"HB irr, HUR 1.1 BADE, XAA 
了 净 电 向 ， 分 子 大 小 到 形状 二 者 因 表 的 综合 dT TLEGE NB uHE 
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风 6.2 “常规 聚 丙烯 栈 胶 凝 胶 电 永 〈 左 ) 
RAE NE pk CAO) ES CS?! 


冲 系统 中 人 分离， 很 易 扩 散 ， 为 此 样品 必须 被 加 成 一 个 罕 带 ， 和 否则 
在 电泳 过 程 中 蛋白 带 会 变 宽 而 影 啊 分 离 。 特 别 是 对 于 带电 差别 很 
小 的 组 分 的 分 离 ， 其 分 辨 率 是 一 个 应 被 考虑 的 问题 。 

在 等 电 聚 焦 中 ， 分离 是 在 连续 的 ， 稳 定 的 和 线性 的 pH BOE 
"utt, B HP SCUOLE A 和 B 的 混合 物 放 在 pH 3.5 — pHA0 的 
梯度 中 pH6 的 位 置 (图 6.2 4), REREH, AAM A 将 有 
净 电 帘 -2， 蛋 白质 3 将 月 净 电 荷 +2。 如 上 电场 后 ， 它 们 分 别 
BARKA E, A 向 阳 裤 ，B 后 阴极 。 在 迁移 过 程 中 ， 娟 忽 
质 A 将 进入 越 来 越 低 的 pH 范围 ， 并 将 逐渐 损失 它 的 负电 荷 ， 当 
它 达 到 pH 是 5 的 梯度 位 置 时 ， 它 前 净 电荷 为 零 ， 即 停止 迁移， 
这 就 是 它 的 pI 位置。 与 此 出 时， 蛋白质 BB 将 向 越 来 越 高 的 pH 
范围 迁移 ， 喜 到 到 达 它 的 净 电 价 是 零 的 pH 梯度 位 置 ， 这 就 是 蛋 
ELS B 的 等 电 点 位 置 。 

在 等 电 聚 焦 中 ， 分 离 仅仅 决定 千 蛋 白质 的 等 电 点 ， 这 是 一 个 
“ 稳 态 ”过 程 。，-- 旦 蛋白 质 到 达 它 的 等 电 点 位 置 ， 没有 净 电 蕉 ， 
ALARHENE-CGBXTGdE. Gun REED Iu HERE HE, WHEA SSH 范 
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围 而 带 负 电 ， 阳 极 就 将 吸引 它 回去 ， 直 到 它 回 到 净 电 荷 是 零 的 位 
E. 如果 它 向 阳极 扩散 ， 则 将 带 正 电 ， 阴 极 将 吸引 它 回 去 ， 直 到 
它 回 到 净 电 荷 是 零 的 位 置 。 因 此 蛋白质 只 能 在 它 的 等 电 点 位 置 被 


pH 
扩散 10 
净 电 荷 叙 成 聚焦 
带 更 多 的 负电 P fadi RE 
pl. 2$ tfr — 0 8 pI， 净 电荷 一 0 
EIL 1 AERE EST 
带 更 多 的 正 电 

6 

5 

4 

3 

2 


图 6.3 GEREK RER 


聚焦 成 -- 条 罕 而 稳定 的 带 ， 见 图 6.3 。 所 以 等 电 聚 焦 的 分 辨 率 大 
大 高 于 上 述 的 常规 聚 内 燃 酸 腕 凝 胶 电 访 。 这 种 “聚焦 效应 ”或 称 
“浓缩 效应 ”是 等 电 聚 焦 最 大 的 优点 ， 是 高 分 辩 的 保证 。 


6.1.3 等 电 聚 焦 的 分 辩 率 


将 分 养 众 足 等 电 缘 你 技术 其 硼 生 谷 大 的 根本 厌 困 ， 首 常用 测 
TADRE pE, a pD 来 表示 分 关 率 -31 


avs DEIOH) Aix]. 
A( E Mm n M 
AC pL N E! - du/dé pH) | 
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这 里 D 为 蛋白 质 的 扩散 系数 ， 下 为 场 强 ，dpHvdx 为 pH 梯度 ， 
du/dpH 29 & ÉL A XE EE EB EX. D 和 du/dpH 是 常数 ， 所 以 
FUB B ELSE BHEPECHUS HIE pH 范围 来 提高 分 辩 率 。 但 场 强 的 提 
高 受到 一 定 的 限制 。 因 为 过 高 的 电压 在 电泳 时 产生 的 热 会 引起 热 
w, EAEE, HZR pH 梯度 范围 对 分 辩 率 的 影响 在 图 
6.4 中 示 出 ,在 宽 pH E, ERA, BACHER, PER 
pH 范围， 分 辩 率 明显 提高 。 


"TA. — M 


图 6.4 pH ERREPA) ARE HE n] 
(1) X pH 范围 ; (2) 这 pH 范围 > 


KERDE, HUE SUEDITE E SEHLIMI AE vi A BER GE e 


0.02pHI RRR EN XEU-, ERE pH EN, EREA 
0.0025 pPH 和 10.001 pH i 
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6.2 载体 两 性 电解 质 和 pH 梯度 的 形成 
6.2.1 Hj Eu 


f£fj — RR RIER AAE : 段 历史 ， 就 像 电 泳 技术 的 开 
DHH F Tiselius 教 医 和 他 的 时 师 Svedbery 一 样 ， 等 电 聚 焦 技 术 
B EE vr uz E120 37 Svensson 教授 (1968 年 改姓 为 Rilbe) 和 他 的 学 
^: Vesterberg 《瑞典 真是 一 个 电泳 杰出 科学 家 裴 出 的 于 国人 ). 
Reghetti 教授 在 他 的 著作 “ Isoelectric focusing theory, methology 
and application ”一 书 的 “前 言 ” 和 “历史 ”中 详细 而 生动 的 记 
XE fX E EOS A nia ii 。 

等 电 聚 焦 技 术 的 关键 在 于 pH 梯度 的 建立 ， 所 以 载体 两 性 电 
解 原 合 成 的 历史 就 是 等 电 素 焦 技 术 的 历史 ， 早 在 1912 年 ， 两 位 
日 本 科学 家 |i" 在 一 个 用 膜 隔 开 的 ， 并 在 阳 ， 阴 极 之 癌 ， 按 pI 值 
的 增加 而 排列 起 来 的 三 个 腔 的 电解 槽 中 将 蛋白 水 解 液 电 解 成 氨基 
酸 。1929 年 ，Williiams 等 义 设计 成 多 槽 ,减少 了 扩散 各 对 流 ， 
从 而 提高 了 分 辩 率 。 以 后 又 有 很 多 科学 家 对 地 和 帮 了 各 种 各 样 的 改 
Xt, 但 出 于 训 子 移动 引起 pH 梯度 的 改变 ， 巍 制 了 技术 的 发 展 。 
1948 年 Svenssonls] 对 此 作 了 综述 。50 ER, Kolin? 7 24g ih T - - 
个 想法 聚焦 离子 应 为 -个 pH 梯度 ， 用 蔗糖 密度 梯度 来 稳定 ， 并 
定名 为 “等 电 谱 {isoelectric spectrum)”。 他 在 一 个 Tiselius 似 的 
装置 中 ， 把 被 分 离 的 物质 放 到 酸性 和 碱 性 缓冲 液 中 间 的 内 界面 
处 ,通电 后 ， 利 用 两 个 不 同 pH 的 缓冲 液 互 相 扩 散 平 衡 ， 在 其 混 
KRAER “AT PH RR”, HETTER, HAA, MH, 
微生物 和 病毒 的 分 离 。 但 这 种 pH 梯度 受 缓冲 液 离 子 电 迁移 和 扩 
散 的 影响 ， 所 以 很 不 稳定 。 

早期 Svensson 发 现 谷 毛 酸 ,组 毛 酸 或 赖 氨 酸 能 产生 大 约 1 
个 pH 单位 的 梯度 ,但 pH 范围 太 罕 ， 且 缓冲 能 力 不 够 。 这 为 恒 
百 质 分 子 本 身 也 是 丙 性 电解 质 ， 在 电泳 时 ， 它 会 影响 梯度 的 pH, 
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这 就 要 求 形成 pH 梯度 的 物质 必须 有 足够 的 缓冲 能 力 来 克服 蛋白 
质 的 影响 。 此 外 还 必须 有 一 个 好 的 ， 均 多 的 导电 性 ， 特 别 在 等 电 
点 ， 以 使 整个 系统 保持 电流 。1961 Æ. Svenson 1 提出 了 载体 
WEE (carrier ampholytes, CA) WRS., WH T EEH 
建立 一 个 稳定 的 pH 梯度 的 基础 。 他 认为 在 这 系统 中 使 用 的 缓冲 
物质 应 该 具有 两 个 基本 的 特性 : 中 应 该 是 两 性 的 ， 以 使 他 们 在 分 
离 柱 中 也 能 达到 -- 个 平衡 位 置 (后 来 瑞典 LKB 公司 把 此 分 离 柱 
FRA “Svensson E"); 四 应 该 可 作为 “载体 ”。 两 性 电解 质 不 能 
用 于 等 电 聚 焦 ， 只 有 载体 两 性 电解 质 ， 即 具有 “运载 ”电流 {好 
的 导电 性 )》 和 pH (好 的 缓冲 性 能 ) 能 力 的 化 合 物 才 能 用 于 等 电 
聚焦 。1964 FÆR, Vesterberg 从 斯 德 避 尔 摩 给 哥德堡 的 Sveas- 
son 教授 打 电 话 ， 激 动 地 报告 了 他 成 功 合 成 载体 两 性 电解 质 的 消 
息 '9 ， 这 两 位 杰出 的 科学 家 为 等 电 聚 焦 技术 奠定 了 理论 的 和 实 
ERAJ HERK o 


6.2.2 合 成 
6.2.2.1 Amphotine 的 合成 {瑞典 LKB 公司 } 


根据 Svensson 的 理论 ， 三 年 后 ， 首 先 由 Vesterberg 合成 了 
载体 两 性 电解 质 ， 并 由 瑞典 LKB 公司 人 生产， 商品 名 为 Ampho 
line。 其 第 一 批号 的 载体 两 性 电解 质 称 之 为 “Vestcrberg's carrier 
ampholytes"， 专 利 号 为 No: 348$736[1， 它 是 由 许多 脂肪 族 的 
多 氨基 多 着 酸 的 蜡 构 体 和 同系 物 组 成 的 ， 结构 式 如 网 6.5。 它 们 
有 连续 改变 的 氨基 与 竺 基 比 。 这 种 合成 是 将 不 饱和 醒 ， 如 丙烯 酸 
与 多 乙烯 多 野 发 生 允 键 的 加 成 反应 。 反 应 先 发 生 在 o. BARRA 
酸 的 B 碳 原子 上 ， 调节 胺 和 酸 的 比例 ， 就 可 得 到 氨基 与 着 基 椒 同 
比例 的 脂肪 族 多 氨基 多 法 酸 。 电解 项 的 pI (Op ELA Mg 
pK 值 和 大多 数 和 氨基 的 pK EZA., 多 乙 堪 多 腕 链 傅 长 ， 则 停 胺 
对 伯 用 的 比例 增加 ， 如 成 方式 也 您 多 ， 所 得 载体 两 生 电 解 质 的 
pi 值 也 栽 连续 ， 就 能 得 到 平滑 的 pH 梯度 。 调 和 节 酸 与 胺 的 比例 ， 
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一 CH.: 一 N 一 (CH 小 一 N- 一 CH: 一 R=H 或 者 - (CH4,—COOH 


(CH), us X-2ur3 
NR; COOH 


pH Ga A} 


图 6.5 ”瑞典 LKB 公司 Ampholine 的 结构 式 和 pH W Bi i7 


可 得 到 不 同 pH 范围 的 载体 两 性 电解 质 。 也 吕 先 合成 宽 pH TG ESI 
的 载体 两 性 电解 质 ， 然 后 用 电解 法 将 其 分 为 窗 pH 范围。 图 6.5 
示 出 了 瑞典 LKB 公司 的 10 种 pH 范围 的 载体 两 性 电解 质 。 其 中 
pH2.5 一 4 fll pH9—11 的 浓度 为 20% (w/v), 但 缓冲 能 力 和 时 
电 性 是 其 余 范 围 的 2 A, CREIRAN, Hte pH 范围 
的 浓度 均 为 40% (w/v). 

LKB 公司 还 生产 过 用 于 小 分 子 量 多 肽 分 离 的 ， 用 CM 标记 的 
Ampholine, H FIALE Fir PIE pH7 — 7.5 的 Ampholine 和 用 于 
al - 抗 胰 和 蛋白 酶 分 离 的 pH4 —4.5 的 Ampholine, 1980 — 1981 年 ， 
作者 还 参与 上 4 种 pH 范围 预 混合 Ampholine 的 研制 ， 即 pH 2.5 
一 4.5 pH4—6.5, PH 一 8，pH3.5 一 9.3 。 这 些 预 混合 的 Am- 
pholine 比 非 预 混 合 的 Ampholine 有 更 线性 的 pH 梯度 。 尽 管 瑞典 
LKB 公司 已 不 存在 , 但 由 于 它 的 质量 及 声誉 ， 至今 在 瑞典 
Amersham Pharmacia Biotech 公司 还 保留 其 产品 。 


6.2.2.2 Servalyte 的 合成 (德国 Serva 公司 ) 


Serva 公司 和 Biolzad 的 载体 两 性 电解 质 是 用 Pogacar 等 5] 和 
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Grubhofer 等 1 的 方法 合成 的 ，Serva 公司 的 商品 名 为 Servalyte。 
BioRad 公司 则 以 Biolyte 作为 商品 名 。 结 构 式 如 下 ， 抑 图 6.6: 


H;N—CH; 一 GHz -CH -N  CH;—CH: 一 NI 一 CR 一 POCOH)， 


(re Um 
CH CH, 
NH, NH—CH;--CH;—CH;— SOH 


图 6.6  Servalyte 和 Biolyte 的 结 均 式 


它 是 在 丙烯 乙 胺 与 乙烯 亚 胺 缩合 并 藻 饮 得 到 的 多 胺 混合 物 中 由 
人 磺 酸 基 团 或 磷酸 基 团 后 合成 的 。Serva 公司 提供 的 pH 范围 有 2 
一 4; 3—5; 4 一 6; 5—7; 6—8; 7~9; 9—11; 2—11 X 3— 10 
4: 9 ft, BioRad 公司 的 Biolyte 有 8 种 pH 范围 ， 它 们 是 pH3 一 
10: 3~5; 4—6; 5~7; 5~8; 6 一 8 7—9; 8 一 10， 


6.2.2.3 Pharmalyte 的 合成 {瑞典 Pharmacia 公司 ) 


Pharmalyte 是 瑞典 Pharmacia 公司 的 载体 两 性 电解 质 的 商品 
名 。 它 是 根据 Wiliams 等 [0] 和 Soderberg 等 :2 的 新 的 想法 合成 
的 ,含有 6 个 氨基 ,结构 式 中 的 R 是 亲 水 基 团 。 这 种 合成 方法 


CH, - COO- 
NH 
to 
R， CH;COO Un 
H—N'—CH, pr -CH —N—CH;—CH -CH; s 
R2 OH OH CH» 
— 
Rs、 T (Fh 
JP Hcc a a SH 
R4 OH Rs OH CH, 
ioo 


图 6.7 Pharmalyte 的 结构 式 
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与 前 述 的 二 种 方法 相反 , 它 是 通过 混合 窜 pH 6 ER PS PITE E 
PERKER TE BU pH 范围 。 现 在 Pharmalyic 共有 9 种 pH 范围: 
pH3~10;2.3 —5:4—5.55; 8-5; 8~ 10.5; 4.2~4.9; 4.5~ 
5.4;5~6; 6.77.7., 


6.2.2.4 Xu xA 


根据 Svesson 提出 的 原理 ， 除 了 荆 述 几 个 大 公司 合成 以 外 ， 
实际 【有 很 多 实验 室 也 用 不 同方 法 进行 了 了 合成， 如 Vinogradov- 
Righetti WP, Chadionet 方法 [3' 当 1]，Just 方法 (5: 等， 中 国 科 
学 院 微 生物 研究 所 的 酶 结构 与 功能 研究 组 B6] 最 早 在 周 内 合成 了 
载体 两 性 电解 质 。 


6.2.2.5 中国 军 事 医 学 科学 院 的 载体 两 性 电解 质 


中 国 军事 医学 科学 院 放射 医学 研究 所 生产 的 载体 两 性 电解 质 
与 瑞典 LKB 公司 Arnpholine 的 合成 方式 基本 相同 。 他 们 提供 
pH3.0~9.5; 3.5—5.5; 4.0—6.0; 5.0—7.0; 6.0—9.0; 7.0— 
10.0 其 6 种 范围 的 载体 两 性 电解 质 ， 目 前 为 国内 广大 生化 实验 
室 来 用 。 上 海 丽 珠 生 化 试 谢 股份 有 限 公 司 也 生产 各 种 pH 范围 的 
载体 两 件 电解 质 。 


6.2.3 特 性 
6.2.3.1 分 子 量 小 


1975 年 瑞典 LKB 公司 Haglund”! JH BE IE 3: de (6 7 1: BL E 
Ampholine 的 分 子 量 约 为 700, (B E P0. 796 YE 1 000 以 上 ， 
0.0396 1r 4 000 左右 。 但 Radola 28 Sif f$ Servelyte 的 分 子 量 为 800 
— 1 200; Ampholine 为 1 000 — 6 000, Pharmalyte 为 1 000 — 
15 000. Gelsemal5-16- s zz T dp pH 范围 的 载体 两 性 电解 质 的 分 
THÉ. 结果 是 Pharmalytc>Ampbholine> Servalyte， 且 酸性 范围 的 
分 子 量 高 于 碱 性 范围 。Bianchi Bosisio WE f d ears pH 范围 
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Ampbolne 的 分 子 量 。 见 图 6. 8 。 可 能 是 由 村 测定 方法 的 不 同 ， 
报道 结果 不 尽 相 同 。 


3-5 4-6 3-7 6-8 7-9 8 10 
Ampholine pH i tH 


图 6.8 ”各 种 窄 pH 范围 Ampholine 894r TEC U* 


6.2.3.2. 可 溶性 好 
为 了 保证 等 电 聚 焦 过 程 中 pH 梯度 的 形成 和 蛋白 样品 的 迁 


黎 ， 载 体 两 性 电解 质 必须 有 很 好 的 溶解 性 能 ， 它 在 不 同 溶剂 中 的 
溶解 度 见 表 6. 1 。 


表 6.1 2% Ampholine( pH3. 5— 10) 在 不 同 溶剂 中 的 溶解 度 [2] 


溶剂 溶解 极限 (22U) 
^ RAKAM O mw 0900 — 
—ENM S096 (w/v) x 
苦味 酸 在 0.6 HEt, APERE (w) 
Wi Se ts 100% (w/v) 


ZEE 
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续 表 


TE TERRE REC (2T) 
EFT MEM 100% (v/v) MEM 
HI ACE: 10096 (v/v) 
ee 7096 (v/v) 
PER 6596 (v/v) 
HH AE IE 5596 (v/v) 
ARER 50% (v/v) 
HE ERK . 4596 (v/v) 


* RAMTE dye 


6.2.3.3 缓冲 能 力 强 


为 了 避免 聚焦 的 重 白 质 在 等 电 点 引起 pH 梯度 的 局 部 改变 和 
溶解 性 能 的 下 降 ， 载 体 两 性 电解 质 必 须 具 有 强 的 缓冲 能 力 和 可 溶 
性 。 


6.2.3.4 导电 性 均匀 


良好 和 均匀 的 导电 性 是 等 电 聚 焦 所 必须 的 。 载 体 两 性 电解 质 
电导 的 不 均匀 会 引起 电场 的 不 均匀 ， 从 而 导致 北 胶 局 部 过 热 ， 这 
不 仅 会 影响 pH 梯度 的 稳定 ， 而 且 会 使 蛋白 质 产 生 热 变 性 ， 其 至 
将 凝 胶 烧 坏 。 


6.2.3.5 紫外 吸收 低 , 不 发 荧光 


由 于 制备 分 离 时 ， 检 测 蛋 白质 的 方法 通常 是 测量 280nm 的 
吸光 度 ， 因 此 要 求 载体 两 性 电解 质 在 280nm 的 吸光 度 尽 可 能 低 ， 
Righetti ”测定 了 不 同 pH 范围 的 Ampholine， 它 们 大 部 分 在 
365nm 有 一 吸收 峰 ， 但 pH9 一 11 Bou dici ze 290nm, pH3.5—5 
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在 310nm 有 强 吸 收 ， 且 带 黄色 ， 还 发 荣光 。 
6.2.3.6 容易 从 聚焦 的 蛋白 带 中 除去 


载体 呆 性 电解 质 的 氨基 和 羧基 (RERA) 功能 基 团 在 大 部 
分 情况 下 与 和 蛋白质 可 首 结合 ， 且 分 子 量 小 ， 故 可 通过 透析 [30、 
盐 析 21、 凝 胶 过 滤 83 、 离 子 交换 异 - 等 方法 或 两 种 方法 的 结 
AU 从 聚焦 的 蛋白 带 中 除去 。 


6.2.3.7 无 毒 .无 生物 学 效应 


载体 两 性 电解 质 对 哺乳 动物 的 组 织 培 养 ， 酶 活性 测定 ， 免 疫 
检测 或 当 注 射 到 小 白鼠 或 大 白 免 中 都 没有 影响 。 


6.2.3.8 YAHA 


金属 离子 通常 可 利 载 体 两 性 电解 质 桂 邻 的 氨 功 能 基 团 发 生 壹 
合作 用 ， 这 种 整合 作用 最 易 发 生 在 pH 8. 5 一 10.5 的 范围 内 ， 因 
为 此 时 大 多 数 氮 功 能 基 团 是 被 质子 化 的 [3]。 除 Cu2+ 以 和 外， 其 它 
二 阶 阳 离子 ， 如 Mg** ，Ca?'! ，Zn2 +! 等， 载体 两 件 电 解 质 对 其 的 
AREH E EDTA 要 弱 100 一 500 4417], 

为 了 减少 歼 合 作用 ， 应 先 将 凝 胶 进 行 预 聚焦 ， 然 后 将 样品 加 
在 靠近 预期 的 等 电 点 附近 。 但 大 多 由 金属 者 合作 用 造成 的 酶 活力 
下 降 是 可 逆 的 ， 因 此 可 在 等 电 聚 焦 后 ， 用 合适 的 方法 恢复 酶 活 
Ia 


6.2.4 pH 梯度 的 形成 


在 没有 电场 时 ,载体 两 性 电解 质 溶液 的 pH 值 大约 是 该 溶液 
PH 范围 的 平均 值 。 所 有 的 载体 两 性 电解 质 分 子 都 荷 电 ， 只 是 在 
溶液 中 葡 正 电 和 荷 负电 的 基因 数目 是 相等 的 ， 所 以 总 的 净 电 荷 将 
是 零 ， 见 图 6.9(1)。 当 引入 电场 时 ， 载 体 两 性 电解 质 分 子 将 向 阴 
极 或 阳极 迁移 ， 带 有 最 低 等 电 点 的 分 子 【 荷 最 多 的 负电 ) 将 最 决 

SLE 
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地 问 阳 极 迁 移 。 当 它 达 到 净 电 蓓 是 零 的 位 置 时 才 停 止 。 这 个 位 置 
徘 近 阳极 ， 由 于 它 有 高 的 缓冲 能 力 ， 使 环境 溶液 的 pH 等 于 分 子 
本 身 的 bpI。 其 次 一 些 低 pl 的 载体 两 性 电解 质 分子 ( 荷 其 次 多 的 
负电 ) 也 将 阿 阳极 移动 ， 直 到 它 的 净 电 荷 被 减少 到 零 才 停止 - 同 
样 地 ， 几 于 它 的 高 的 缓冲 能 力 ， 也 将 使 环境 溶液 的 pH 等 十 它 本 
H9 pl 见 图 6.9(2). 依 此 类 推 ， 所 有 的 载体 两 性 电解 质 分 子 用 
增加 pl 级 数 的 办 法 将 分 别 在 阳 、 明 极 之 间 到 达 它 们 自己 的 位 里 
而 给 出 一 个 pH 梯度 见 图 6.9(3)。 图 6. 10 zn tH. pH 梯度 如 和 何 随时 
间 形 成 。 开 始 在 酸 、 碱 两 端 ， 然 后 移 向 中 间 。 在 12m 凝 胶 距离 
"B. EH 30W 功率 ，Ampholine TE 1 小 时 后 ，pH 梯度 完全 形成 ， 
在 2 小 时 后 ，pH 梯度 只 有 很 小 欧 改 变 。 


© 


OOOOOOO 
OOODOVOOV VO 
曲 曲 中 由 OO 
6396900 0 (00 0 O 


3) 


^ 


图 6.9 ”载体 两 性 电解 质 在 电场 中 形成 pH 梯度 的 模式 图 
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图 6.10 — Ampholine pH 梯度 的 形 战 :局 ] 


6.3 B&E S Mr EKE wk 


由 于 等 电 聚 焦 是 根据 等 电 点 的 不 同 在 pH 梯度 中 的 分 离 ， 所 
以 具有 很 高 的 分 辨 率 ， 也 因此 而 得 以 发 展 种 被 广泛 应 用 。 薄 层 
(0.5 mm 以 下 ) 水 平分 析 等 电 肾 焦 更 由 于 其 具有 如 3.1.4 节 所 述 
的 优点 ， 所 以 本 章 只 介绍 水 平 电泳 的 方法 。 


6.3.1. 聚 丙烯 酰胺 北 胶 等 电 聚 焦 


6.3.1.1 di ge 2:28 2] 
(1) ELE IE dE 


C075 、 
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EHB o KREA ERR, EREE, RARD, HA 
- 般 实 验 室 均 自 己 制 胶 ， FP BUBUETS TIAE: 盖 板 法 、 平 移 法 
HUE fr ERE AS. 

盖 板 法 : d BO pe IL. RIED fS. (BASTCBITEAR 
于 的 北 胺 。 模 县 可 以 在 实验 室 白 己 制 作 

平移 法 : XH HS LKB 公司 (W Amersham pharmacia 
biotech 公司 ) 的 Ultromould 模 反 即 可 进行 平移 法 灌 胶 ， 使 用 此 
HERRED, RARI, RERE m R, HURRA 
AN FO TT RE E RER fil - 

Em RRE: GRAP AHE, SARRA, i K 
腕 尽 度 、 大 小 都 可 由 日 己 制 作 的 寞 其 来 控制 ， 灌 胶 方 法 也 很 易 掌 
握 。 作 者 实验 窜 现 均 用 自己 制作 的 模具 :4 和 44:。 毛 细 管 灌 胶 模具 
由 两 个 光子 和 两 块 玻璃 板 纽 成 。 其 中 稍 短 的 玻璃 板 的 两 侧 贴 有 一 
定 厚 度 的 边 。 坡 璃 板 的 大 小 根据 欲 制 凝 胶 的 大 小 而 定 。 

在 泪 兆 ， 带 边 的 短 坡 璃 板 上 倒 少 许 醉 水 硅烷 ， 用 软 纸 或 棉花 
在 玻璃 板 上 涂 布 均匀 。 在 不 带 边 的 长 玻璃 板 上 放 一 - 块 塑料 点 持 
膜 ， 使 膜 紧 贴 玻 璃 。 也 可 用 Imm 厚 的 平整 玻璃 或 用 浸 湿 的 玻璃 


图 6.11 毛细管 法 灌 胶 模具 139| 
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纸 替 代 。 盖 上 带 边 的 短 玻璃 板 ， 在 玻璃 板 的 带 边 侧 分 别 用 夹子 来 
紧 。 组 装 好 的 模具 { 见 图 6.11 ) KERE, 准备 灌 胶 。 

(2) 溶液 配制 

DS Sp DRE. 溶解 14. 55g 内 烯 酰胺 和 0.45g N,N 
HH SOLES JS BREEZE 40ml Z&TSIUK'P, WE, HERAA, HAAK 
MÆ 50ml。 过 滤 ， 溶 液 可 在 AU REA o 


56.2 SEHE] Eg 


BERE TK. 53 SERA HE T75% C-39«*5  T-27,5$ C=3% 
(00 WHO) 0 (1$ 8S 0 
40% 载 体 疯 性 电解 项 (ml) 0.9 0.9 
RRK MD —— o 1.5 —— 1025 
。 LLL BEIBRR TIBRGPRUCS- 1049 E 
O OSKRBE 5 75 


TEMED (nl) 8 8 


IWRREUEBULBEBUCK iH AAR, EA PEE e E e T A SES GE: BEI 

(DxtutEe EUR TEMED £I BSEC f UI EL 

OT=5% . C -3% 的 洽 胶 适合 于 分 析 分 子 最 小 于 30 TER, T=7.5%, C= 
3% 的 疼 胺 适合 于 分 析 分 子 最 小 于 10 万 的 样品 。 


10% (wa) ARRECA. 溶解 0.1 g TARERE Im 7X 
饮水 中 ， 溶液 必须 新 鲜 配 制 。 
(3) 3E E de SUR 
用 带 有 樟 皮 管 的 注射 器 吸取 抽 滤 撼 中 的 溶液 ， 从 模具 的 -- 端 
们 缓慢 地 注 人 模具 的 玻璃 板 之 间 。 为 防止 凝 胶 溶液 酒 存 实验 台 
上 ,也 可 将 模具 放 在 盘 中 ， 抑 图 6. 12 。 
凝 胶 聚 合约 需 40 分 钟 一 1 小时。 聚合 后 ， 可 在 模具 的 带 边 
侧 看 到 光 的 折射 ， 部 可 取 胶 。 将 一 菏 刀 插入 底层 玻璃 板 和 塑料 支 
持 膜 之 间 ， 见 图 6. 13 ， 轻 轻 好 塌 一下， 底层 焉 璃 和 塑料 支持 腊 
随即 分 开 。 小 心地 用 薄 刃 先 沿 玻璃 板 的 边缘 从 玻璃 板 上 将 凝 胶 杂 
离 ， 然 后 剥 开 带 有 支持 膜 的 整 张 凝 胶 。 聚 合 后 的 凝 胶 可 立即 使 


07 


PDF 文件 使 用 "pdfFactory" 试用 版 本 创建 www.fineprint.com cn 


网 6.12 ES C ARE HE 


用 ， 也 可 保存 企 VC KATER, FU RE E RRE E 


图 6.13 ”将 薄 刀 插入 底层 玻璃 板 种 
塑料 支持 膜 之 间 轻 轻 地 捍 一 下 [| 


Dee 
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6.3.1.2 € Ej sn 


IAA KR, EUMD RANEGE, Jf RV pude UERBO TS 
在 冷却 板 上 上 ， 其 问 涂 以 液体 右 腊 或 煤油 并 避免 气泡 陷 人 ， 以 保证 
胶 板 和 冷却 板 之 问 的 只 好 接触 。 

册 合 适 的 电极 溶液 润 湿 滤纸 电极 条 。 不 同 pH SERES EH. BH 
极 电极 溶液 可 按 表 6. 3 选用 。 在 上 凝 腕 贤 侧 分 别 放置 阳 BER SEA 
条 。 有 有 的 仪器 采用 粗 电 极 与 凝 胶 吾 接 接触 的 方式 ， 则 不 需 加 滤纸 


电极 条 。 
表 6.3 电极 溶液 

pH 范围 阳极 Bg 

(0 $5-9.5 — qdme/LEME 。 1mol1. 氧 氢化 钠 | 
2.57 4.5 mol /L. RM 0 4moi/L. HEPES 
4.0-6.5 0. 5mo./1. BEBÉS 0. 5mol/L AALA 
5.0-—8.0 0. Smo. BRE D. 5mol., AAEH 
2.5—4.0 Imol/L EB 296 3x [Ak EEU AET pH6 -R 
3.5-5 2 imol/L 磷酸 2*6 载体 两 性 电解 页 pHS -7 
45-7 Imoi/L 8t f& 1 nol/L AAEH 
$.5-7.7 2 多 载体 两 性 电解 责 pH--6 TmolAL 8C IE 88 
5-8.5 ORARE JE pH -6 Imill AKIR 


7.8 — 10 290 LEES PERS E ÉL pH4 一 8 Iml LARLA 


按 冷 却 板 上 的 格子 和 预先 设计 的 实验 计划 将 样品 加 在 凝 胶 
上 。 微 量 样品 可 直接 加 在 凝 胶 上 ， 稀 样品 加 在 加 样 滤纸 上 ， 等 电 
点 标准 加 在 两 做 或 中 间 。 根 据 等 电 聚 焦 的 原理 ， 样 品 可 加 在 凝 胶 
上 任何 合适 的 位 置 ， "RHE--REU0.5 —2 ug/ul; 

将 电极 分 别 放 在 滤纸 电极 条 的 中 心 ， 再 将 阻 极 和 阴极 分 别 与 
电源 的 正 、 负 极 相 连 。 接 通电 源 。 电 参数 参见 此 6.4 ， 注 意 确保 
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电极 和 电极 条 的 愉 好 接触 .电文 半 小 时 后 ， 去 挥 加 样 滤 级 。 对 容 
DEREI, Jugtfr 15 一 30 4 TRÉUTROR FE, AFE. 


$6.4 电 参 数 { 冷 却 温度 为 + 10T RALE) 


bi 范岗 3.5-9.5 25-4.5 4.0-6.5 5.0--8.0 
ERUBE (V) 2000 — 150 2000 200 
.EBiHiBL (mA) 5ü 25 25 50 
LRH (W) 25 15 25 25 


E: Akb KLET 26mm x 25mm x 0. 5 mm 的 Ampholine EIE. i ER 8 XE 
üt WE pL st R LIBERIS I) EAS, ria D SEU E 
rz fe KE m Jr FC 


6.3.1.3 pH EREL] 


Kaki, TARERE pH, TRR HAE K E TAHR 
到 阳极 每 隐 Dcm Wü AE. 为 防止 案 焦 带 约 扩散 ， 测 pH 后 ， 再 重 
新 聚焦 5 一 10 分 钟 。 然 后 在 克 胶 扫描 仪 ， 摄 录 系 统 或 坐标 纸 上 画 
pH 梯度。 如 果 使 用 等 电 点 标准 ， 则 染色 后 根据 其 电泳 带 的 位 置 
和 等 电 点 数据 画 出 pH 梯度 曲线 。 


6.3.1.4 国定 .染色 .脱色 


电泳 结束 后 ， 奔 去 电极 条 ， 立 即将 凝 胶 放 和 人 固定 液 中 国定 
30 分 钟 ， 弃 去 固定 液 ， 用 脱色 液 淄 洗 凝 胶 5 分 钟 。 弃 去 脱色 液 ， 
KERA 607 的 染色 液 中 10 分 钟 。 弃 去 染色 液 FH feux UE 
胶 ， 并 用 湿 棉 花 轻 经 地 擦 凝 胶 的 表面 。 多 次 更 换 脱 色 液 ， 直 到 北 
胶 的 背景 完全 脱 去 蓝 色 为 止 。 溶 液 配 方 见 表 6.5 。 这 是 快速 考 玛 
斯 亮 蓝 R250 染色 方法 。 根 据 样 品 性 质 和 要 求 的 不 同 ， 应 采取 不 
辣 的 染色 方法 ，4.2.4 节 中 介绍 的 各 种 方法 均 适 用 于 等 电 聚 焦 电 
X. 
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表 6.5 BUE AES CES RETRO IO UO 

Pp HE : TE34.5g .三 所 醋酸 和 10. 4g He dECK qo IRE RERE KP IR 
水 到 Küm i 

ER: 混合 S00ml 95% LRM 160ml kA, WAKE 2L。 用 过 的 脱 
色 液 叮 道 过 -- 个 活性 炭 导 除去 染料 ， 重 新 使 用 ， 

gaw: 溶解 0.35 g 考 下 斯 毫 蓝 R250 3j 300ml 脱色 流 中 ， 加 0. 3g MRH 
Eme 60 ~-70T ， 配 制 后 立即 合用 。 

Te (£o : Fs fi WS XE 30ml 甘油 到 300m!， 撑 拌 备 用 ， 


* Ace Org ch LUDERE, CECBET EIL ES 
6.3.1.5 保存 


WC Je MORE Ce DE CEU, BORTER E D 
用 ! SKBL OG SEIS SERA UO RENEEUAR , SERRIT, 压 
HERDER, CP. CHE BOR A E E IS AE HOMER E GT D) 
KA pom, 


6.3.2. PRIB SEBER FHE R 


琼脂 糖 凝 胶 等 电 聚 焦 具有 无 毒 件 ， 电泳 时 间 短 ， 制 胺 、 染 
色 、 脱 色 、 保 存 容 易 的 优点 ， 并 可 以 分 离 分 析 分 子 量 达 百 万 的 化 
合 物 ， 在 大 分 子 量 分 了 的 分 离 分 析 中 具有 独特 的 地 位 。 


6.3.2.1 Sl p 38.39.42] 


(D 模具 的 准备 

用 与 汪 丙 烯 酰 胺 凝 胶 毛 细 管 浇 胶 法 相同 的 模具 可 以 灌注 琼脂 
糖 凝 胶 ， 但 需 使 用 与 琼脂 糖 粘着 好 的 支持 膜 。 组 装 好 的 模具 在 
70C 烘箱 中 保温 15 分钟。 

(2) 琼脂 糖 溶液 的 配置 (38.39,42] 

将 0. 15g 无 电 内 渗 琼 脂 糖 加 在 盛 有 14. 1 ml igk i = A 
瓶 中 ， 在 水 浴 上 边 挠 拌 ， 边 加 热 素 省。 琼脂 粮 深 解 后 大 约 04 
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钊 ， 停 止 加 热 ， 将 水 浴 温 度 降 到 7ST M0. ml RER pH y Pi 
(V) 4 E pi Pk Fa, fg i ADUE R HR RAI. MARRA PURGE RS HJ 
— 4E ER HER HT ug AURR HE YE 0E LISSE INTER SRL ELITS EET 
寺 ， 将 模 其 的 一 端 抬 遍 成 -~- 定 角度 ， 以便 溶液 流入 ， 灌 注 后 立 吧 
将 模 于 放生 水 平 位 置 (6.14). 


网 5.14 EE EE hoe E Uto 


图 6.15 Hug ns 
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(3) 取 胶 

灌 胶 后 在 室温 放置 至 少 20 分 钟 。 用 解剖 刀 切 去 两 汰 多余 的 
琼脂 糖 胶 。 然 后 - - 手 抓 住 上 面 的 玻璃 板 和 支持 膜 ， 曙 FREK 
层 的 玻璃 版 ， 儿 并 ， 见 图 6.15 。 琼脂 糖 凝 胶 固 化 后 在 冰箱 中 至 
少 放 1 小时， 使 其 充分 次 固 。 在 保持 一 定 温度 的 情况 下 ，! 在 
ACRA- : 周 。 使 用 前 用 滤纸 轻 轻 地 吸 去 凝 胶 表面 的 水 。 否 则 电 
泳 时 会 短路 烧 胶 。 


6.3.2.2 ŞER 
Fi 5; 3RPLAS BEEERE IER I] 89 2 ib HARE. HR ERE TERT 
E S413 5 2136634 6.7, 


36.6 电极 溶液 [38,39.42] 


pH 范围 3.5- 9.5 i 2.94.5 4.5—6.5 5.0-8.0 

RUE 0. Smol 1. FRA 0. Smol AL 醋酸 o. Smol/L 醋酸 0. O4mol/L. 1. - 合 氮 酸 
阴极 Q. 5mol/L 0. 4mcl/L 0. Srnol 7T. D. Smf L 
EE RA HEPFES A SU CEm 31, 58 40 oi 


396.7 电 参 狐 [*;3,+2] 
lik E(V) 电流 Ii mA) 功率 P{W) 增加 PCWO (S 


HEM aee gan 设 首 在 ”ECV) 降 到 个 值 以 下 
3.5~9.5 BK 最 大 (0 S00 
2.5~4.5 — MX 最 大 0 250 
4.0-- 6.5 最 大 最 大 ü 500 


5.0—8.0 最 大 最 大 G s590 
A 
6.3.2.3 pH 梯度 的 测定 


pH 梯度 的 测定 同 取 丙烯 酰胺 凝 胶 方 法 ， 俱 由 于 没有 琼脂 粮 
北 胶 等 电 柴 焦 的 标准 ， 所 以 通常 采用 表面 电极 测定 的 方法 。 
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6.3.2.4 固定 ,染色 ,脱色 ,保存 


聚焦 电 湾 结束 后 弃 去 电极 条 ， 立 即将 胶 放 人 固定 液 中 国会 
10 分 钟 、 奔 去 固定 滚 ， 用 95% 乙醇 洗 10 分 钟 . 用 热 吹风 将 胶 吹 
Ta 

HERTE ERR S 分 钟 。 梁 色 后 的 胶 用 脱色 液 脱色 。 用 
棉花 经 轻 地 撩 胶 的 志 面 并 更 换 脱 色 液 ， 片 到 胶 的 背 量 完全 脱 去 监 
fk. Hd ux Fk RIK AR AE, 


表 6.8 琼脂 糖 凝 髋 固定， 染色 、 脱 色 液 的 配置 [3%'39'42] 


固定 液 。 将 100g -AMR SU LOg MEARE T S00mi REK B, HERBA 
f AK bre] 1 000ml 


Hvfajk WEL Sg ERREI R250 十 300n4 iiep. ERE kA -小 
时 后 过 滤 ， 深 液 可 使 用 多 次 hd Wm. 重新 过 滤 后 可 再 使 用 


KAR 350ml 95% 乙醇 ，1n0ml PK NEAR, Zu AE TRUCK E 1 000ml]， 使 用 后 的 脱 
flu -个 和 活性炭 柱 除去 染料 后 还 可 用 


上 述 是 常用 的 考 玛 斯 亮 监 R250 琼脂 糖 凝 胶 染 色 方法 ， 对 不 
同 的 样品 和 和 和 要求 可 采用 不 同 的 染色 方法 。 


6.4 实验 考虑 
6.4.1 稳定 介质 的 选择 


所 有 的 电 注 都 需要 稳定 作用 来 抗 灶 流 ， 所 以 在 电泳 中 必须 使 
用 稳定 介质 《或 称 支 持 介质 )。 常 用 的 稳定 介质 有 滤纸 、 淀 粉 、 
活 胶 等 。 在 分 析 等 电 聚 焦 中 日 前 大 多 使 甩 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 和 凉 脂 
糖 凝 胶 作 为 稳定 介质 ， 它 们 各 有 优 缺 点 : 
D 确 丙 烽 醚 胺 稳定 能 力 高 ， 化 学 稳定 性 好 ， 是 目前 用 丁 电泳 最 
稳定 的 介质 。 
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2) 聚 琴 烯 酰胺 具有 很 好 的 亲 水 特 住 ， 并 且 透 明 性 好 ， 利 于 结果 


的 图 像 分 析 。 
3) REUS RMRI Eig dr FREI RB. REFS 9 2 EE AS LE FEL EROR RE 
高 。 


4) 诊 丙 烯 酥 胺 几乎 没有 带电 的 基 转 ， 电 内 渗 小 。 琼 脂 糖 常 有 带 
电 的 基 团 ， 必 须 经 过 特殊 的 纯化 才能 用 于 等 电 聚 焦 ， 侣 则 电 
内 涂 将 影响 pH Pe E RE EL 2 BS o 

5) RH S PEE RArERBI. HEU AUR ICHISUIB SE RT S 

6) MISHA dE, IH D A dk A FR X L Js A e En e a TE BEI . 

7) APREA REE. mik, Big, HE. 
脱色 ， 保 存 的 时 间 比 用 聚 丙 烯 酰胺 的 短 ， 旦 操作 方便 。 

8) 琼脂 糖 固 化 时 不 用 催化 剂 ， 不 会 发 生 由 于 催化 剂 对 蛋白 分 离 
的 影响 。 

9) 用 聚 丙 烯 栈 胺 癣 胺 只 可 分 析 分 子 妊 小 于 30 万 的 量 白质 :42.， 
但 用 琼脂 糖 锋 胶 可 分 析 分 子 量 大 至 2 上 万 的 大 分 子 [4 。 
ALT SEG, RRK CpXS I3 RA NE REESE EHE HE 2] 596 一 8% ， 

交 联 度 约 为 3% 。 琼 脂 糖 浓度 约 为 1%。 凝 胶 的 机 械 性 能 ， 弹 性 

是 和 否 合 适 对 分 离 是 很 重要 的 。 胶 太 软 ， 难 操作 ， 凡 影响 分 辩 率 ， 

太一， 则 脆 易 断 。 凝 胶 的 机 械 性 能 .弹性 、 透 明度 和 粘着 度 取决 

于 凝 胶 的 总 浓度 T 和 交 联 度 C。 

TEE PPS Ri RECRT IRURE E EE SEHE D, PESE SE LL DERE RT 

以 增加 凝 胶 的 机 械 稳定 性 和 渗透 能 力 , 减少 电泳 时 在 凝 胶 表 面 的 

渗 出 水 并 可 以 增加 凝 胶 与 玻璃 的 粘着 度 [$]， 这 些 洽 吉 剂 的 初 浓 

度 一 般 为 10% —12. 596091, 

如 2.6 节 所 述 ， 近 年 来 Righetti 教授 等 1 和 %~1 对 寻求 新 的 电 

泳 介质 材料 做 了 不 少 工作 ， 


6.4.2. KENEH AS 


使 用 固 相 凝 胶 介 质 的 -个 缺点 是 它们 常 引 起 游 剂 或 多 或 少 的 
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向 阴极 移动 ， 这 种 影响 叫 电 内 渗 。 如 2.5 节 所 述 ， 这 是 由 于 稳 冠 
相 中 有 党 电 的 基 针 造成 的 。 电 内 渗 随 着 所 加 的 电 讨 以 及 pH 的 增 
加 而 增加 ， 但 随 着 系统 的 离子 强度 和 粘度 而 下 降 。 当 用 嘻 丙 烯 醚 
胺 ,特别 是 用 琼脂 粮 作 为 稳定 介质 时 ， 业 焦 后 测 得 的 pH 梯度 常 
与 载体 两 性 电解 质 标明 的 pH 范围 有 差别 ， 这 可 能 与 电 内 滩 有 
X, 所 以 等 电 聚 焦 必 须 使 用 无 电 内 渗 的 高 纯度 的 稳定 介质 i*31。 
图 6.16 未 出 了 不 同 纯度 的 丙 嫉 酰胺 对 pH 梯度 的 影响 。 由 于 稳定 


pH 


9.0 
8.0 
1.0 
6.0 B 


5.0 


EX 


O0 1 3 4 5 6 
离 阴 极 的 距离 
图 6.16 ARRE} pH 的 影响 
(pH3.5- 9.5, 10'€ ,20W ,2 小 时 )i21 
A. Ri *á mR UGURI— ) G9 Pj BE NECE 
得 到 的 曲线 ; 
B. AA mA A HE -I NBNPENKEG 
到 的 曲线 


介质 不 纯 而 引起 梯度 向 阴极 漂移 ， 在 这 里 约 为 143pH。 作 者 还 比 
较 了 4 种 不 同 公司 生产 的 次 烽 酰 腕 (Fluka 2x, Fluka 4x, BDH 
special for electrophoresis, Polyscience ultra) 其 丙烯 酸 的 含量 均 
在 0.1 % 以 下 但 仍 可 见 血红 蛋白 带 察 您 后 不 同 程度 地 向 阴极 漂 
移 。10 分 钟 后 约 移 1.5 mm. 30 分 钟 后 移 2.5mm。 其 中 Poly- 
science ultra 的 漂移 最 小 .10 分 钟 后 1mra,30 4r 8b 51. 8mm 
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图 6.17 血红 蛋白 在 电 内 滩 为 (aj0 m, 
和 (b) 0.03 m, BRIA TELE Rz Sp ru, R 
焦 中 的 阴极 漂移 现象 全 


琢 脂 糙 的 电 内 浴 一 般 较 员 ， 需 纯化 后 方 可 使 用 。 和 作者 和 曾 使 用 
上 海 东 诲 制药 三 生产 的 丈 脂 糖 《〈 电 内 渗 小 上 2% ) 作 等 电 聚 焦 的 
支持 介质 ， 结 果 其 pH 梯度 向 阴极 漂移 2 个 pH AE. 最 近 ， 作 
音 : 4 又 试用 国产 琼脂 糖 〈 电 内 滩 为 0.03 m,) 作 支持 介质 ， 结 果 
其 pH 梯度 仍 向 阴极 漂移 2 个 pH 以 上 ， 见 图 6. 17。 所 以 必需 用 
Ja AB RI BUR W A RE IFEA SEa RRR IFN 


6.4.3 ”载体 凑 性 电解 质 和 pH 梯度 范围 的 选择 


裁 体 两 性 电解 质 是 等 电 聚 焦 最 关键 的 试剂 ， 它 直接 关系 到 
p 林 梯度 的 形成 以 及 熏 据 带 的 聚焦 。 常 用 的 浓度 为 2% — 2. 596. 
2% 用 于 2mm FR, 2.5% H F 0.5mm EE IE, 396 HH FR. 
du TFE E AER RIIE A. PPI BER, REHA, fa 
EU ESECEEIE EREJE, AaB A, ERa, Hid 
WEE, a itë HEARRE ER mt, A a pe. 
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载体 上 药性 电解 质 应 是 略 带 -点 淡 黄 色 的 水 溶液 。 如 果 质 量 
， 或 保存 时 间 大 长 ， 则 游 液 会 变 黄 引 发 粘 ， 此 时 便 不 能 展 成 悦 
、 载 休 两 性 电解 质 的 浓度 RES A096, MITE AC 保存， 使 用 时 
只 寡 打 开 中 心 小 面积 铝 盖 ， 用 注射 器 穿 过 橡皮 六 抽取 溶液 ， 切 勿 
用 移 液 答 ， 以 便 延 长 保存 期 。 作 者 实验 室 使 用 过 期 于 多 年 的 
Ampholinc， 仍 然 可 以 得 公 满 意 的 结果 -了 ]- 

pH 梯度 的 线性 依赖 于 载体 两 任 电 解 质 的 质量 。 兴 胶 的 pH 
梯度 范围 是 由 所 加 的 载体 两 性 电解 质 的 pH 范围 决定 的 。 如 欲 制 
成 pH3.5 -~ 10 IFHSEIESE UM pH3.5— 10 85 FE PE E ra ER, dA lt 
ATE. BUR EDEPITELAE EUH IA) RUE TRBEI,. A ds 
性 和 线 件 pH 梯度。 人 有 时 为 了 保证 磋 度 的 线性 或 对 梯度 的 特 吻 
要 求 ， 需 要 泄 合 栈 种 或 两 种 以 上 pH 范围 的 载体 两 性 电解 质 、 在 
有 兴趣 的 范围 使 其 重生 ， 从 而 提高 这 一 pH 范围 的 分 辩 率 和 加 样 


量 45. 
pH pH 
di 
Pd 
5, 5 5.8 ^ 
5.0 5.0 1 
4. 5 4.5 s 
'Ho.18 ”等 电 聚 焦 的 放大 技术 
(A) pH4 -6， 低 分 辩 率 (中) prit--6, AmE 
UR) pH 5.0--5.5 AHE 
[88 -* 
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pH 梯度 范围 的 选择 决定 于 被 分 析 的 蛋白 质 的 等 电 点 。 对 于 
- -个 本 知 样品 ， 通 常 先 用 宽 的 pH 范围 来 找 出 欲 测 蛋白质 的 pI 
位 置 ， 然 后 冉 用 人 台 适 的 窜 pH 范围 以 更 好 地 分 辨 这 些 谱 带 并 精确 
地 测定 其 等 电 点 ， 见 图 6.18 。 使 用 窜 pH 范围 不 但 可 以 提高 分 辩 
率 ， 还 可 以 增加 样品 负载 容量 ， 末 有 利于 制备 . 

pH 梯度 范围 的 稳定 性 ， 决 定 于 载体 两 性 电解 质 的 质量 ,， 电 
瀛 时 的 电 参 数 ， 也 与 凝 胶 系 统 的 组 成 有 关 ， 如 在 上 凝 胶 中 增加 日 
油 ， 蘑 糖 或 上 山梨 糖 醇 【10% 一 15% )， 可 以 增加 粘度 ， 减 少 电 内 
iB, EE pH 梯 虚 的 稳定 性 。 


6.4.4 ”内燃 酰胺 的 聚合 


丙烯 酰胺 的 聚合 是 等 电 聚 焦 成 功 的 第 -个 关键 步骤 。 .最 来 
说 ， 由 于 pH 的 影响 ,可 有 载体 两 性 电解 奈 的 疑 胶 的 聚合 比 加 有 
SDS 和 碱 性 缓冲 液 的 凝 胶 的 聚合 要 闲 难 一 些 、 目 前 丙烯 酰胺 凝 胶 
的 聚合 有 两 种 方式 : 光 聚 合 和 化 学 聚合 ， 乒 者 比较 常用 、 

光 聚 全 是 个 光 激 发 的 催化 反应 。 常 用 核 黄 素 - 四 甲 基 乙 HR 
供 化 系统 。 作 为 引发 谢 用 的 核 黄 索 在 光照 下 分 解 ， 黄 素 被 还 原 成 
无 色 型 ; 但 在 有 和 氧 条 件 下 无 色 型 又 被 氧化 成 有 游离 基 的 黄 素 环 使 
肉 烯 酥 胺 聚合 作用 开始 ,。 光 聚合 的 优点 是 用 量 少 ， 不 会 对 分 析 的 
样品 有 任何 不 代 影 响 。 目 集合 作用 所 需 时 间 可 以 较 自 由 的 控制 ， 
[FECE B9 YG ER BEA M) SE Ja 208] 

1993 年 Lvubimova 4&7? -55! 4g i HJ p FP. d x ( methylene 
blue, MB) Jl X RJ. RIF E SUIESE (diphe vliodonium chlo- 
ride, DPIC) i 83 2& 4E BS R2 85 (sodium toluene sulfinate, STS) 
H3 $4 E id TER P: H3 DS BEER HEOG AE ODE ARS CER, 94 
pH 范围 均 有 很 好 的 催化 本 合 效果 。 最 近 ，Rabilloud 46758! ig 
过 对 这 个 系统 的 应 用 ， 提 出 以 核 黄 素 代替 亚 甲 基 蓝 ， 可 能 可 以 提 
RRE, 

ERIA EARR- yp ERRERA H 
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FS UR SEES EDEA ELE p REPE BEC DR S BOR S 

ELE INA ASA mACEXOSEH. RA RI SJUTEBISUB X: 

1) ACE AERE RE Fü ELE PEDE EE EDT LIE EU, a is pute 
丰 乙 .… 胺 的 浓度 成 下 化 [1。 因 此 在 溶液 系统 中 应 保证 有 -一定 
浓 上 岩 的 过 硫酸 钻 和 四 中共 乙 二 胺 。 供 过 多 的 众 化 剂 会 导致 等 
电 崇 焦 过 程 中 的 烧 胶 ,和 借口 变性 和 和 看 白带 的 畸变 。 通 量 的 过 
硫 皮 贸 和 四 甲 基 乙 二 胺 的 量 应 和 根据 实验 条 件 调整 ,使 浠 腕 在 
40 分 钟 到 1 小 时 聚合 的 量 最 为 合适 。 

过 期 的 过 硫酸 铵 和 四 息 基 乙 二 胺 不 但 不 能 引发 和 如 速 丙 精 本 

驼 的 聚合 ， 而 且 会 给 烧 胶 和 带 的 畸变 增加 潜在 危险 ， 所 以 一 定 要 

合用 新 鲜 试 剂 和 新 鲜 配 制 的 溶液 ， 

2) 引发 作用 需要 在 碱 性 条 件 下 进行 。 因 此 对 在 酸性 pH 范围 中 

的 丙烯 此 受 的 聚合 不 能 使 用 过 硫酸 铵 -四 钊 基 乙 二 胺 催化 系 

统 ， 碱 性 范围 的 凝 胶 虽 然 容 易 聚 合 ， 但 其 胶 比 较 脆 ， 且 在 时 

MHR, RE., METAT E H R k A E. 

容易 包 列 :91-。 

温度 过 低 ， 众 化 反 庇 不 能 进行 ， 所 以 灌 胶 后 应 立即 将 凝 胶 放 

太 30~40 志 其 箱 中 ， 种 使 凝 胶 聚 合 。 

溶解 氧 的 存在 会 影响 催化 反应 的 进行 ， 因 此 最 好 用 新 鲜 燕 馏 

水 配置 溶 洲 ,并 在 加 过 硫酸 铁 以 前 一 定 要 机 气 。 加 过 硫酸 钙 

和 四 甲 基 乙 二 胺 时 ， 要 轻 轻 混合 溶液 .避免 气体 再 次 陷 人 人。 

5) 不 经 物 的 存在 也 会 影响 闭 胶 的 聚合 币 pH 梯度 的 稳定 性 ， 所 
VÀ -— 4E 3E c FE PR Eit DNE Bi UR P SOUS AS EE. REIR RI 
1E Fc E APP TREE AAE, f REUS EHE B VE REI EA BLUE 
Righetti 55 19 (p f ik Rc 661 ERO 8 (0e BA f n PRU E 

了 比较 深入 的 讨论 . 
酸性 范 由 的 凝 胺 聚合 和 电泳 是 比较 困难 的 。 过 硫酸 铵 -四 出 

EL EMAR- HEL ERAK ETER TE pH 范围 使 

PLUS REEL ELLZREARLRA, AANE RE pH 范 

转 被 质子 化 9-, Jordan 等 [1 采用 令 酸 铁 - 抗 坏 血 酸 - 过 氧化 氨 系 
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统 使 丙烯 格拉 在 酸性 pH 范围 察 合 。 作 者 3 试验 了 用 过 硫酸 狂 
作 引 发 剂 ， 用 四 忠 基 二 乙 腕 ， 硝 酸 银 ， 硫 酸 铁 或 硝酸 钾 作 增 速 齐 
来 促使 凝 胶 聚 合 ， 结 果 提 示 只 有 硝酸 银 能 作为 良好 的 增 速 剂 ， 配 


方 如 表 6.9 . 
表 6.9 酸性 pH ARREA] 

L3 RE S IKIE T-5% C=3% T=7.5% C-3% 

E BRER a) 225 — 3.75 
4096 3 UE 93 PE RE Cm) 0.9 0.9 
MAK Gul) 11.4 10.15 
”将 上 述 溶液 冒 子 抽 淡 期 中 抽 气 5 -10 分 钟 

(0 109 ERR RE Cu 75 75 

0.6% 硝 酸 银 (nl) 100 100 


上 述 的 亚 甲 基 蓝 -二 苯 毛 化 碘 - 申 葵 亚 磺 酸 系统 [533- S p E 
素 -二 葵 氧 化 碘 - 四 苯 亚 磺 酸 系统 55 押 是 近年 来 用 于 酸性 pH 范围 比 
较 成 功 的 催化 系统 。 


6.4.5 电极 溶液 


阳 、 阴 极 电极 溶液 的 作用 是 为 了 避免 样品 或 载体 两 性 电解 质 
在 阳极 氧化 或 在 阴极 还 原 。 电 极 液 通常 由 不 挥发 的 酸 或 碱 配制 - 
卫 、 阴 电极 液 的 pH 应 比 阳 、 阴 极端 的 pB 略 低 和 高 。 通 常 强 酸 
或 强 碱 液 被 作为 宽 pH 范围 的 电极 液 ， 罕 pH 范围 则 用 弱酸 或 弱 
8. 

电极 液 的 选择 会 影响 最 终 的 pH 梯度 ， 特 别 是 在 靠近 电极 条 
的 位 置 。 选 拌 合适 的 阳极 液 有 时 能 改善 梯度 的 “阴极 漂移 .64 、 
增加 电极 液 的 浓度 则 能 提高 pH 樟 度 的 稳定 性 l6]。 人 使 用 过 甩 
的 电极 液 会 使 靠近 电极 条 的 pH 梯度 产生 波浪 状 ， 影响 蛋白 的 分 
离 。 为 了 笠 列 重 和 公约 结果 ， 每 次 实验 应 使 用 相隔 浓度 和 和 柑 同 体积 
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PDF 文件 使 用 "pdfFactory" 试用 版 本 创建 www.fineprint.com cn 


的 电极 液 。 


6.4.6 ”四 甲 基 乙 二 胺 (TEMED) 对 丙烯 酝 胺 北 胶 的 
案 合 和 pH 梯度 的 影 啊 


TEMED 是 一 种 第 三 芳 覃 胺 ， 它 可 以 作为 化 学 聚合 和 光 聚 合 
的 加 速 剂 时 就 为 人 们 所 熟知 。 这 是 -种 温和 的 还 原 剂 ( 氨 给 体 )， 
可 以 通过 与 氢 受 体 皮 应 而 各 单 体 复合 从 而 促使 聚合 。 早 
企 1973 Ẹ Karlsson 等 [5. 认 为 在 含有 载体 两 性 电解 质 的 丙烯 酰 腔 
凝 股 中 不 志 要 加 TEMED， 央 为 载体 两 性 电解 质 本 身 含 有 足够 的 
第 三 氨基 下 作 为 扔 速 剂 促使 聚合 ， 尽 管 效 果 不 如 TEMED 好 。 作 
者 的 实验 提示 [6 TEMED 可 以 加 速 在 pH3.5 一 10 以 及 中 性 ， 碱 
性 pH W ERARA RKA, AERE pH 范围 (pH« 5) 则 
九 加 速 作用 ， 

TEMED 还 能 扩展 请 内燃 酰胺 凝 胶 pH 梯度 碱 性 侧 的 pHEO0 。 


ph 
12.0 


8.0 


4.0 


——MÀo LÁ MÀ——— e —Ó má $1. 
0.3 2.3 4.3 6.3 8.3 i0. 3 
FSHEISEBRE Con) 


图 6.19 TEMED 对 pH3.5—9.5 B E G5 3" E E R01 
20m] 凝 胶 溶液 中 本 EMED WIF: C1)100pl. ; (2)75gl; 
(3)5011; (AZS (5 Od 
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在 阴极 端 pH 端的 扩展 与 TEMED 的 量 有 关 。 在 20ml BO ERE T 
液 中 ，50pl 的 TEMED 能 在 离 阴 极 0. 3mm 的 地 方 扩展 0.7 pH. 
1001/5 TEMED 能 扩展 1.3pPH。 这 样 使 得 用 pH3,5~9.5 的 载 
体 两 性 电解 质 能 得 到 pH 3.5 —11 甚至 中 宽 的 梯度 ， 如 图 6.19 9r 
Ro HREH, 例如 细胞 但 素 ,溶菌 聊 .组 蛋 日 就 能 用 高 
分 辨 的 等 电 聚 焦 来 奸 究 。 图 6. 20 示 出 细胞 色素 C， 血 红 和 蛋白 和 


图 6.20 E 20m] ERE FER THE CD) Oy (2) 2540 (3). 50pl 《4) 
100l TEMED Xf (A) 细胞 色素 C (B) MAEA (C) IE ERE 
Jg 3e d (ur P OS A 90) 


BER E PIE R8. TEMED 扩展 作用 的 pH 3. 5—9. 5 Ampholine 
EENeBGXEPEB UE, UN TEMED 扩展 pH 樟 度 的 作用 对 碱 性 
蛋白 的 分 析 是 很 有 意义 的 。 这 个 研究 的 实用 价值 还 在 于 由 于 大 气 
中 二 氧 二 碳 的 影响 ， 在 等 电 聚 焦 时 ，pH 梯度 的 大 人 忻 侧 常常 不 能 
达到 载体 两 性 电解 质 应 有 的 碱 性 PH， 这 是 由 于 二 氧化 现在 凝 及 
的 碱 性 侧 变 成 碳酸 之 故 。 为 了 分 析 碱 性 蛋白 常常 需要 使 用 通 氨 气 
(或 其 它 比 空气 重 的 气体 ) 的 密封 电泳 槽 ， 这 当然 不 是 经 济 的 方 
法 。 相 比 之 下 ,用 添加 不 同 量 的 TEMED 方法 既 节 省 又 方便 。 
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6.4.7 样品 的 预 处 理 


: 品 的 需 处 理 是 等 电 聚 焦 过 程 中 又 一 关键 步骤 ， 最 重要 的 -- 
点 是 最 好 将 样品 洲 解 在 双 菠 水 中 。 因 为 盐 离 子 ， 哪 局 只 是 很 低 的 
浓度 ， 也 会 破坏 pH 梯度 ， 使 结果 成 波浪 形 ， 并 且 这 些 离 子 还 会 
产生 高 电流 而 导致 烧 胶 。 图 6.21 RH L -氨基 酸 氧 化 酶 洲 解 乔 
NaCl. Tris 或 磺 酸 缓冲 液 时 ， 盐 离 了 对 聚焦 带 的 影响 。 罗 中 可 见 
Tris 缓冲 液 的 影响 较 小 ，Nacl 和 磷酸 缓冲 液 的 影响 较 太 。 故 欲 等 
电 了 桶 焦 的 样品 必须 避免 使 用 禹 盐 浓 上 庶 的 缓冲 液 ， 因 为 盐 离 子 干扰 
pH 梯度 的 形成 并 使 重 和 白带 畸 变 、 在 水 中 和 低 盐 浓度 缓冲 液 中 难 
溶 的 样品 可 加 入 1% 甘氨酸 ， 它 是 两 性 离子 ， 巾 于 溶剂 的 偶 极 矩 
作用 可 以 增加 人 蛋白 质 的 可 溶性 ,但 不 影响 pH 梯度 。2% 的 载体 
两 性 电解 质 也 有 增 吉 样品 溶解 度 的 作用 。 此 外 ,还 有 ERR 


0. 27nol /L NaCl 


0. 03mol/L NaCl 


0. 27mo1/t, 
Tris-fC. 


0. 27mol/L 
Tris-HCl 


0. 27mol,T. 
SER EE o a 


0. O4no1/T. 
BINE p 


图 6 21 aka 广 对 等 电 聚 焦 的 影响 
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剂 ， 如 50% EFA., 5076 — TH GEB Bt dE, 90% 7H BER, 33% 
C.M AT DE ek UU 8 E CS d, n] di Hj o 

ATEA IKEA PETA, RE GaDIFE, 

无 离 广 去 污 剂 或 两 性 离子 去 污 麟 。 添 加 物 的 作用 是 : 

1) 增加 表白 质 的 溶解 度 。 

2) 解 聚 看 白 复合 物 ， 平 基 或 从 看 白 上 去 掉 脂 。 

3) SEE. EISE SLE. 

4) 增 可 粘度 以 稳定 pH 梯度 和 使 谱 带 组 窗 ， 提 疝 分 辩 率 。 

5) ERE REX BLEMA *3 8: EDE LA Gr d PXCAE AE HR A o 

(1) R 

WRR AAAA IRL ZK PE AA pH 接近 pl 时 蛋白 的 可 溶性 ， 也 
常用 于 增加 多 肽 的 溶解 度 。 尿 素 的 溶解 效应 是 由 于 它 破 坏 朴 水 键 
AR FRE. nu E Rp 4b BB 4g 3: dE. BRE I Triton 
X - 160025 3H 2c BS T AA — xe E JH E SE PUE 28 RES FR SEITE KE 
度 取 决 干 对 溶解 的 要 求 各 蛋白 变性 的 影响 ， 可 使 用 的 浓度 范围 在 
2-~9mol/L:%], 但 -- 般 用 4~8mol 人 所。 使 用 含有 尿素 的 样品 时 ， 
在 凝 胶 中 也 要 如 相应 法 度 的 尿素 。 含 有 尿素 的 样品 和 凝 胶 只 能 当 
天 使 用 ， 特 别 在 高 混和 高 pH 的 水 溶液 中 ， 尿 素 会 水 解 成 拨 和 和气 
酸 盐 ， 氰 酸 鼻 则 会 引起 慢 白 质 的 氨基 吊 酰 化 ， 并 由 此 改变 蛋白 质 
的 等 电 点 。 所 以 必需 使 用 高 质量 的 尿素 和 新 鲜 配 制 的 溶液 。 样 品 
最 好 加 在 预 队 焦 凝 胺 的 阳极 侧 ， 因 为 在 pH<5 it, KAFEER 
酸 盐 ， 也 不 会 产生 氨基 甲 酰 化 -9.。 使 用 高 浓度 尿素 Smol/L KER 
进行 电泳 时 ,冷却 板 的 温度 须 高 于 1SY ， 以 避免 电泳 时 尿素 纤 
fà. pH 测量 的 方法 见 6.4. 10 45. EAS EI Smol/L 尿素 用 二 
水 稻 种 子 中 醇 湾 蛋白 的 分 离 ， 得 到 非常 满意 的 结果 。 

FK 3 REIN bi R PATE B BEBE RE B PLAIRA HE, 30 n 5o DES E 
AH. füe5bGEREXTHEUIE. TEURER HARSA 
MERRER, WDSHGR EU E A E RE RIR, TE 
RPHA F, Br BEHBESIK A AISR ERE O, 
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(2) 无 离子 去 污 剂 和 下 性 离子 去 污 剂 

大 部 分 蛋白 质 在 使 用 元 离子 皮 污 剂 和 不 带电 的 两 性 离子 汉 污 
剂 时 ， 能 在 不 破坏 蛋 入 质 结 构 ， 保持 生物 活性 的 情况 下 改善 重 晶 
的 溶解 度 ， 但 必须 选择 合适 的 浓度 ， 过 低 的 浓度 不 能 改善 重 白 质 
的 可 溶性 。 过 高 的 浓度 会 使 蛋白 带 变 宽 ， 影 响 分 辨 环 和 引起 纹理 
需 象 。 成 素 和 去 污 剂 结 台 使 用 是 解决 踢 水 伍 白 ， 如 赐 和 蛋白 的 可 湾 
性 的 最 好 方法 ， 

Triton X - 100 ( polyoxyethylene-p-t-octylphenol) 和 NP-40 
(Nonidet P- 40) 是 等 电 聚 焦 中 最 常用 的 去 污 剂 。 通 常 只 在 聚 丙 
ADIER DERI. (EBEBETT PUTA HE2g0.0596 8j 0.5%， 在 样品 
中 的 浓度 可 以 高 达 2% 。 高 浓度 的 Triton 会 引起 电泳 过 程 中 的 纹 
理 现 象 ， 并 影响 染色 、 

Tween 20 (polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate ) ， 
Tween 40 和 Tween 80 是 温和 型 友和 污 剂 ， 它 们 可 以 在 保持 蛋白 质 
活性 的 情况 下 ， 提 高 溶解 度 。 

Chaps (3- ( (3- cholamidopropyl) dimethylammonio) - 1 - 
propanesulfonate) 是 一 种 两 性 离子 去 污 剂 ， 可 以 彼 坏 非 专 -性 蛋 
HALER., HR EARRA Ho 

(3) 还 原 试 剂 

述 原 试剂 将 断 并 重 犁 质 的 二 硫 键 ， 低 浓度 《1mmol 人 L) 的 还 
原 试剂 可 以 阻 断 蛋白 的 氧化 和 保持 许多 酶 的 生物 活性 。 常 用 的 还 
(no, «Lg - 殖 基 乙醇 ，.: 硫 苏 糖 醇 和 二 硫 赤 葵 糖 醇 (dithio- 
ervthritol, DTE) 等 。 

如 时 样品 中 有 盐 ， 可 以 通过 透析 或 用 凝 胶 过 让 (Sephadex G 
-25 A9 PD- 10 Kx; NAP™- 410 柱 ) 脱盐 或 用 HiTrap 脱盐 柱 脱 
战 。 如 采 在 透析 过 程 中 沉淀 ， 林 在 透析 波 中 加 1% 甘氨酸 或 两 性 
离子 去 污 剂 ， 因 为 它们 不 会 下 扰 pH 梯度 。 


6.4.8 如 样 方法 


根据 等 电 到 您 的 由 理 ， 每 个 蛋白 质 都 被 浓缩 在 它 的 FI 位 置 ， 
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所 以 样品 不 需要 像 SDS 电泳 利 常规 电泳 -- 样 加 成 罕 带 ， 而 甩 可 
以 加 在 凝 胶 表 面 的 任何 一 个 位 移 都 可 得 到 相同 的 结 盯 ,， 亿 在 实际 
上 对 十 某 些 样品 玉 应 考虑 加 样 位 置 ， 以 得 到 出 好 的 结果 ， 

初次 实验 时 ， 可 用 不 同 浓 上 岂 的 样品 ， 生 放 在 不 同位 置 来 摸 
素 ， 以 确定 合适 的 浓度 和 代位 置 。 对 不 稳定 的 样品 可 先 将 涂 胺 预 篆 
焦 ， 骨 将 杜 品 放 存 靠近 等 电 点 的 位 置 以 缩短 样品 电泳 的 时 间 ， 握 
不 要 将 样品 用 在 其 等 电 点 位 置 和 紧 靠 阳 、 阴 极 的 地 方 。 如 加 在 等 
电 点 位 置 ， 样 品 不 易 从 滤纸 块 渗 漏 到 凝 胶 中 ， 不 利于 分 辨 率 的 提 
高 。 如 用 在 紧 靠 阳 ， 阴 极 的 地 方 ， 会 引起 伙 白 的 变性 。 聚焦 GE 
时 间 证 ， 去 掉 加 样 滤纸 ， 可 以 避免 拖 尾 坝 象 。 

加 [ 样 量 决 定 于 样品 中 蛋白 质 的 种 类 ， 数 量 ，pH 梯度 的 范围 ， 
疾 胶 的 厚度 以 及 检测 方法 的 灵敏 度 。 窄 pH 梯度 范 骨 的 样品 旦 应 
多 于 宽 pH fo FE, ERES HE BU IURE RE E Re TERME. in Ru 
到 斯 亮 蓝 R250 染色 时 ， 对 0.5 mm 厚 的 凝 胶 ， 和 样品 浓度 以 0.5 一 
2pg/nl HE , fà VUE BE BUS 5 —20ul( 5mm X 10mm 加 样 块 )， 如 
果 样 品 较 浓 ,可 直接 在 凝 胶 上 滴 加 1 ~ 3pl 样品 。 如 果 样 品 较 稀 ， 
可 用 一 个 塑料 小 框 监 液 或 用 小 块 泡沫 塑料 吸取 样品 。 通 常 可 将 
样品 如 在 加 样 滤纸 上 ,可 减少 拖 尾 现象 。 如 用 银 当 色 法 检测 ,可 将 
加 样 量 减少 20~S0 fit, 


6.4.9 BSR (EE, BHi, D, EAA) 


在 等 电 聚 焦 电 沪 中 ,通常 采用 恒 鳃 率 方式 。 功 率 旦 电压 各 电 
HRH, 0.196.22 。 在 等 电 到 焦 过 程 中 ， 随 着 样品 的 迁移 ， 
电流 会 越 来 越 小 ， 为 了 使 样品 中 的 组 分 更 好 地 分 离 应 不 断 地 如 高 
电压 。 根 据 分 辩 率 的 计算 公式 ， 逆 胶 上 所 加 的 功率 〈 电 正 ) Rg 
越 好 ， 因 为 分 辨 率 随 着 场 强 的 增加 而 增加 。 高 电压 可 以 减少 形成 
pH 宰 度 和 重 白 质 分 离 所 需要 的 时 间 ， 但 过 高 的 电导 可 能 会 使 样 
品 变性 和 影响 pH 梯度 的 稳定 性 ， 其 于 烧 胶 。 凝 胶 上 可 加 的 功率 
(BHO 取决 于 多 种 因素 ， 如 聚 丙烯 栈 腕 介质 和 样品 的 质量 ， 过 
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人 


图 6.22 Sip. HE fti i 0h C77 SX 


时 间 


硫酸 锭 和 TEMED 的 用 量 ， 胶 层 的 厚薄 ， 载 体 酚 性 电解 质 的 导电 
性 和 pH 范围 ， 电 泳 系统 的 温度 控制 等 ， 特 别 是 后 两 个 因素 比较 
832. 

23 TARA nT RE em 8] 2r DESCR (S HJ PT RE Ri M kB, D 
HB £EmBIk. (FRETE ESER E RIA SES FR 5 ZR BERTTR AT 
BEAD X. RANI, TESETROR RIDE PAARA AERE, 
这 也 就 是 为 什么 胶 层 越 薄 ， 分 辨 率 越 高 ， 电 泳 时 间 越 短 的 原因 - 
台 宜 揭 冷 却 水 温 庶 为 4~…10PD ， 应 避免 使 用 过 低 的 温度 ， 特 是 是 
夏天 ， 因 为 在 有 很 高 温度 的 夏天 使 用 过 冷 的 冷却 系统 会 使 凝 胶 砚 
围 形成 冷凝 水 而 导致 烧 胶 。 

等 电 聚 焦 的 时 间 决 定 于 凝 胶 的 pH 范 再 ， 样 品 的 迁移 率 和 和 电 
泳 时 的 电 参 数 。: - 般 在 窗 pH 范围 所 需 的 电泳 时 间 比 宽 pH yi 18] 
长 。 这 是 因为 在 窗 pH 范围 蛋白 质 已 接近 它 的 等 电 点 ， 带 电 少 ， 
EUER. 

合适 的 等 电 聚 焦 的 时 间 选 择 是 很 重要 的 ， 过 早 的 结束 等 电 聚 
焦 会 影响 组 分 的 分 离 效 果 ， 人 延长 附 焦 时 间 会 损失 生物 活性 和 发 
Æ pH 辜 度 的 变化 ， 闻 样 会 影响 分 离 效 果 ， 所 以 对 未 知 样品 应 进 
入 不 同 时 间 的 试验 性 电泳 ， 大 敏 是 有 如 下 三 :种 方法 : 


e JUS 
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1) 将 有 颜色 的 蛋白 样品 《如 血红 和 蛋白) 和 林 知 样品 加 在 凝 胶 的 
不 同位 置 。 待 有 色 和 蛋白 的 聚焦 带 走 在 同 - -位 置 时 ， 视 为 聚焦 
结 末 。 这 个 方法 虽然 操作 简单 ,但 由 Yt asm 4 
的 罕 仿 时间， 所 以 该 方法 并 不 理想 ， 

2) 根据 等 电 桶 焦 的 原理 ,样品 在 等 电 褒 焦 过 程 中 不 断 地 失去 电 

fy, 电流 会 越 来 越 小 。 当 样品 到 达 等 电 点 位 置 时 ,电流 应 为 

零 ， 此 时 应 认为 等 电 聚 焦 完 成 ， 但 实际 上 由 于 电泳 系统 中 的 

得 休 情况 ， 电 流 不 可 能 减 小 到 零 。 如 果 凝 胶 的 电流 已 达到 最 

小 值 ， 不 再 下 降 ， 便 可 认为 聚焦 已 完成 。 

比较 可 靠 的 方法 是 进行 不 同时 间 的 试验 性 电泳 。 将 在 阴 、 间 

两 极 仙 分 别 如 有 相同 的 桩 品 的 凝 胶 电泳 一 段 时 间 后 ， 前 下- 

小 块 进行 染色 ， 余 下 的 继续 电泳 。 在 不 同 的 间隔 时 间 再 蕊 下 

一 小 块 ， 染 色 。 观 察 这 些 结果 就 可 得 到 最 住 分 辩 率 的 合适 电 

六 时 间 。 作 者 兽 对 多 种 蛋白 进行 过 这 种 时 间 实 验 。 血 红 和 蛋白 
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在 分 离 中 离 约 为 10cm 的 族 胶 上 ， 最 佳 时 间 约 为 1 小 时 如 图 6. 
23 。 但 如 图 6.24 所 未 ， 碳 酸 栈 酶 的 最 佳 分 离 时 间 约 为 1.5 一 2 小 
时 。 因 为 在 上 小 时 时 ， 加 在 阴 ， 阳 两 极 侧 的 样品 未 走 到 同 -- 位 
Bt, fEI.5 小 时 时 才 走 到 同一 位 置 ， 双 带 开 始 分 辨 。 在 2 小 时 
时 ， 双 带 分辨 清 楚 . 在 2.5 小 时 时 ， 虽 然 聚 焦 带 清晰 ， 但 有 pH 
梯度 加 阴极 漂移 的 现象 。 表 6.10 和 6.11 也 都 说 明了 这 一 点 。 同 
时 作者 从 大 量 实 验 还 观察 到 ， 可 能 是 由 于 强 碱 性 的 电极 液 所 敏 , 
靠近 阴极 约 2em 处 的 pH 大 大 高 于 载体 防 性 电解 质 碱 性 侧 的 pH. 
m D 


Fd6.24  WEERBI BEER [AA AES] [8] E ERR E RE 
(1) 1 小 时 (2) 1.5 小 时 (3) 2758F (4) 2.5 小 时 


76.10 不 同 聚 焦 时 间 pH 梯度 的 变化 {Ampholine pHB.5 一 9.5) 


10.02 9.36 8.62 7.93 7.23 6.48 5.48 4 47 3.59 
1 小 时 — 510.04 9 25 8.57 7.83 7.09 6.31 5 55 4.40 3.68 
1 小 时 15 分钟 |10.00 9.17 8.51 7.82 7.07 6.47 5.72 4.58 3.73 
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表 6.11 [8] RE PERSE [8] pH 梯度 的 变化 (Ampholine pH4.0 —6.5] 


l 2 3 4 5 6 


i 8.01 7.08 6.71 6 32 5 92 5.70 5.33 4.82 4.35 
[.5 小 时 7.45 7.08 6.34 6 06 5 70 5.45 5.19 4.75 4.28 
2 ^f 


2.5 小 时 


735 7.08 6.32 5.94 5.69 5.41 5.17 4.71 4.25 


6.30 5.91 $5.63 5.40 


6.4.10 pH 梯度 和 pl 的 测定 


早期 测定 pH HRT, fREUdEGUBIEPAD HR UKSJ, dup Óx 
胶 切 成 OBEERYEZÉKTROKOD (RE DOmmol/L 氢化 钾 中 ) A E dd 
WR) oH. PEERK, HERRER, En ERAT N 
E pH7 以 上 的 pH 梯度 ,因为 浸泡 液 将 吸收 大 气 中 的 二 氧化 下 而 
干扰 pH 测定 。 

平板 电泳 特别 是 水 平平 板 电 泳 可 以 用 表面 电极 或 等 电 点 蛋白 
标准 来 测定 pH 梯度 。 但 前 者 需要 有 昂 党 的 表 徊 电极 和 pH iT. 
且 操 作 比 较 麻 烦 ， 干 扰 因 素 多 ， 故 现在 大 多 用 等 电 点 蛋白 标准 来 
fF pH 梯度 的 测定 、 只 要 将 等 电 聚 焦 蛋白 标准 溶解 后 和 样品 一 样 
MERRE. 聚焦 电泳 结束 后 ， 根 据 曙 和 白 标 准 的 pI 作出 pH 标 
准 曲 线 。 再 根据 未 知 样品 的 位 置 就 可 在 标准 曲线 上 查 得 它 的 ph 
现在 可 供 选择 的 等 电 点 标准 有 宽 范 围 ， 酸 人 性 范围 和 碱 性 范围 ， 应 
根据 选用 的 载体 两 性 电解 质 的 pH 范围 来 选择 等 电 点 标准 。 

在 含有 了 尿素 的 凝 胶 中 等 电 点 蛋白 标准 带 的 位 置 不 能 和 无 尿素 
的 凝 胶 中 的 位 置 比 较 ， 只 有 在 相同 条 件 下 ， 和 蛋白 带 的 位 置 才 能 所 
相 比 较 。 

在 含 尿 素 的 上 凝 胶 上 用 表面 电极 测量 的 表 观 等 电 点 值 和 pH 梯 
度 也 不 能 和 在 无 尿素 的 凝 腕 上 测 得 的 值 相 比较 ， 这 不 仪 是 因为 蛋 
白质 构象 的 变化 引起 表面 电荷 的 变化 ， 而 且 尿 素 也 大 大 影响 蛋 扫 
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和 载体 随 性 电解 质 的 pK 值 而 导致 醚 白质 等 电 点 和 pH 梯度 范 于 
的 变化 。 而 且 这 种 误差 还 会 通过 尿素 对 玻璃 电极 的 影响 而 被 引 
A. HIE, Gelsema 4:7? 曾 对 含有 尿素 和 乙醇 的 凝 胶 中 蛋白 质 的 
等 电 点 的 测定 数据 进行 了 校正 ， 见 表 6. 12， 最 近 Wats 等 :7 用 
JLA- Z BK E Dg 1E E Smol /L. FR SCRI 296 NP - 40 的 凝 胶 中 测定 等 电 
点 的 标准 ,得 到 的 标准 曲线 线性 良好 ， 与 表面 电极 测 得 的 曲线 斜 
率 一 致 、 它 们 是 peptides N - procalcitonin fragment 1 - 57 (pl 
3.98) , Gln - amyloid B - protein fragment 1 -28 (pl 5.76 ), gas- 
tric inhibitorg polypeptide (pl 7. 14 ), parathyroid hormone frag- 
ment 1 - 34 (pI 8.64 ) 和 human B- endorphin (pl 9.49 ). 


6.12. 尿素 对 pH 测定 的 影响 中 


7.5 : , I ; 
*0.06| +0.06 +0.06| +0.06 


尿素 对 pH EEH HRRRREREN, ETRE mol /L RRE. 


皇 蝗 质 的 等 电 点 也 可 以 通过 Henderson - Hasselbalch 公式 计 
14.18 3]. Henriksson 等 中 用 pK, 值 的 扩展 计算 了 pH3.4 一 11 的 
l6 种 绰 量 质 的 等 电 点 。 计 算 和 值 与 实验 值 吻合 良好 。 但 他 们 也 指 
出 ， 由 于 看 白质 的 等 电 点 值 受 其 三 维 结 构 的 影响 ， 所 以 在 有 尿素 
存在 时 ， 计 算 值 与 实验 测 得 的 数据 是 有 很 天 差别 的 ， 


6.4.11 聚焦 后 的 检测 


6.4.11.1 各 种 染色 方法 


由 于 等 电 聚 焦 后 ， 一 般 样 品 均 保持 原 有 的 生物 活性 ， 所 以 
4.2,4 节 中 用 于 常规 聚 肉 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 的 各 种 检测 方法 如 考 玛 
斯 亮 蓝 染色 ， 银 染色 ， 同 工 酶 染色 ， 专 一 蛋白 人 染色， 荧光 标记 以 
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及 免疫 方法 均 适 用 于 等 电 聚 焦 后 的 检测 。 只 是 在 等 电 集 焦 凝 胶 中 
的 载体 两 性 电解 质 会 与 一 些 蛋 白质 形成 不 溶性 化 合 物 而 影响 染色 
和 脱色 ， 所 以 等 岂 聚 焦 后 ， 凝 胶 背 景 不 易 脱 兆 。 为 此 ， 等 电 隧 焦 
ERRER TAE LAS AE R1/ 2 Ek Eo RETE ITI AE. Hi HIS 
ERRERA PEU APRI EER, RERE. ii idp PRH 
HERRA AES aLRRPEDTGÍER, WER EW pIE E s Be de 
也 会 有 利于 背景 脱色 。 另 外 ， 醇 洲 剂 和 较 高 的 温度 (Um oo) 
HAPEE- RARER RARER, A, WFE LA 
缩短 脱色 时 间 。 脱 色 液 中 应 该 有 足够 量 的 醇 、 这 对 反复 使 用 的 脱 
色 液 应 特别 注意 ， 因 为 在 放置 和 处 理 过 程 中 醇 会 挥发 。Righetiti 
TE “Isoelectric focusing: theory. methodalog y and apfiications ^ 
一 书 中 对 上 述 各 种 染色 方法 作 了 详细 的 介绍 :3- 。 

Nadano 等 [4 使 用 一 步 G- 250 染色 方法 (同时 固定 ， 染 色 
和 脱色 ) 对 碱 性 核糖 核酸 酶 进行 染色 ， 共 丰 与 及 -250 祖 同 的 过 
敏 度 。 

由 于 等 电 聚 售 的 高 分 辩 特 性 ， 使 用 癌 工 落 检测 比 常 规 雷 由 染 
色 更 有 利 干 结果 的 分 析 ， 因 为 只 有 被 检测 的 酶 带 杯 能 显 色 ， 省 世 
同 工 酶 染色 有 时 更 为 简单 7” 、 如 二 述 的 碱 性 磷酸 蓝本 用 含有 
RH RNA MREZA ER) 的 琼脂 糖 干 膜 覆盖 在 凝 胶 上 进行 检 
WTO, REEMANN D 可 用 发 荧光 的 使 形 化 合 物 检测 1。 
RRAN (pec tinesterase) UP BE HI ETŻE (ruthenium red). 快速 而 
X bw, SO MORISESEEERSRURIETEDE, SE, HORN 
等 的 释放 活性 来 测定 [1]。 酯 酶 检测 的 方法 很 多 581-s31。 磷 酸 葡 
萄 糖 变 位 酶 和 醇 脱 氧 酶 的 检测 可 用 于 杂交 蔬菜 种 子 基 因 纯 度 检测 
f fig 1 。 


6.4.11.2 扫描 与 定量 


由 于 等 电 聚焦 的 高 分 辩 率 ， 常 呈现 密集 的 乙 白 带 ， 所 以 凝 胶 
扫描 不 仅 对 定量 分 析 是 必须 的 ， 甚 至 对 蛋白 带 的 辨认 也 是 上 分 有 
用 的 。 由 于 激光 光源 的 强度 天， 单 色 性 好 ， 所 以 对 等 电 聚 焦 谱 的 


* 203 * 


PDF 文件 使 用 "pdfFactory" 试用 版 本 创建 www.fineprint.com cn 


打 { 描 是 最 合适 的 。Shndergaard 等 [5 8 对 小 才 的 等 电 聚 焦 谱 扫描 
后 进行 了 神经 网 络 分 析 ， 这 对 等 电 素 焦 谱 的 数据 处 理 和 数据 库 的 
建立 有 很 大 的 带 助 。 作 者 也 尝试 了 这 方 徊 的 工作 并- 。 


6.4.11.3 电泳 转移 


等 电 聚 依 后 ， 先 转移 ， 肯 染色 ， 吕 以 提高 工作 效率 ， 因 为 一 
块 凝 胶 上 的 伺 白 带 可 以 转移 到 多 层 硝 酸 纤维 素 膜 上 分 别处 理 。 而 
且 对 肛 进 行 染色 有 时 比 直接 用 凝 胶 染 色 宽 容易 、 更 快 和 更 灵敏 ， 
如 用 等 电 祖 焦 和 和 外 源 凝 集 素 亲 和 转 称 对 免疫 球 蛋 白 G 的 多 种 临 
床 检测 有 十 分 重要 的 意义 [8'%1。 详 见 第 症 - 一 章 。 


6.4.11.4 双向 电泳 
请 参见 第 八 章 。 
6.4.11.5 滴定 曲线 
请 参见 第 九 章 。 


6.4.12 聚焦 这 程 中 出 现 的 问题 及 解决 办 法 
6.4.12.1 聚 亢 烯 酰胺 凝 胶 等 电 聚 焦 


聚 内 烯 酰 胺 效 胶 等 电 聚 焦 不 论 在 制 胶 、 电 泳 和 染色 过 程 中 都 
比 常规 卫 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 注 和 SDS 电泳 有 较 多 的 技术 问题 需要 
解决 ， 如 制 胶 不 易 聚 合 ， 电 泳 时 易 烧 胶 ， 脱色 时 背景 不 易 脱 净 
等 。 但 是 只 要 掌握 等 电 聚 焦 技 术 的 原理 ， 就 能 解决 这 些 问题 而 得 
到 高 分 辩 积 满意 的 结果 。 

(1) SURCR SCR f, RE, 8 
12 BP HEFHBSGURUNGKAS AE OXAR kR ERO) o 
2) REPAR, sidklo S VO SO TREE 
3) 凝 胶 浓 度 和 交 联 度 太 低 (有 时 是 由 于 丙烯 酰胺 或 甲 又 双 丙烯 

酰胺 溶解 不 佳 造 成 的 )。 
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) AAR RRRA) A TEMED 保存 期 太 长 ， 不 能 起 催 
化 作用 。 

5 风 液 保存 期 太 长 ， 抽 气 不 人 驳 分 。 

6) 聚合 时 温度 人 低 ， 最 好 在 30-400 X6. 

7) 如 几 核 黄 素 催化 的 光 凤 合 ， 应 使 用 近 紫 外 的 光源 ， 如 荧光 灯 ， 
不 要 用 锦 灯 泡 ， 并 采用 尽 可 能 薄 的 玻璃 OE LH, 

8) ZARARI pH 范 赎 不 能 催化 光 育 合 。 

(2) 接 通 电源 后 没有 电流 ， 电 流 太 低 或 电流 随 电 泳 增加 

DO 如 果 接 通电 源 上 后 没有 电流 ， 也 没有 电压 ， 应 检查 外 线 电 源 是 
否 正常 工作 ? 电源 的 保险 丝 是 否 好 ? 电源 和 电泳 槽 的 连接 插 
X du Od 

2) WRAAE A Bd sk BAID, BzRETENENE. BERSA 
zt a] B p f de to ia. dg 7 

3) Wr sr DER E OG m bci de 8 352? 

4) 如 果 在 等 电 聚 焦 过 程 中 ,电压 学 渐 下 降 ， 电 流 因 渐 上 升 ， 应 

”检查 电极 或 电极 液 是 否 阴 ， 阳 极 错 置 ? 

(3) 接 通 电源 后 电流 太 高 或 在 电泳 过 程 中 电流 突然 升 高 

D) 电流 太 高 通常 是 由 于 在 凝 胶 或 样品 中 有 过 量 的 盐 。 

2) 电流 突然 升 高 是 烧 胶 〈 原 因 下 述 ) 的 前 奏 ， 应 立即 关 掉 电源 . 
(4) Fe IE E id PAKA iX 
SERIE AR DERE HPHB BOR EEDKUR AA OS UAS, BEEREK 

4EJE, MATES, 

1) 如 果 在 整 块 胶 面 上 出 现 冷凝 水 是 由 于 功率 (电压 ) 设置 赤 高 
或 由 于 冷却 不 充分 。 应 重新 设置 温度 ， 检 查 循环 冷却 水 的 运 
行 ， 凝 胶 与 冷却 板 的 接触 。 在 夏天 时 ,冷却 温度 不 要 设置 太 
IR, UERR RTIRAR AE. 

2) 在 加 样 上 方 出 现 冷凝 水 ， 说 明 力 ] 样 过 多 或 样品 中 有 盐 。 

3) 电极 沿边 的 冷凝 水 常常 是 出 于 过 多 ,过 浓 的 电极 液 造成 的 ， 
AREARE ES DEL FE SERE ERER, 

4) 在 凝 胶 的 奏 性 侧 或 阴极 沿边 出 现 冷 凝 水 通常 是 由 于 北 胶 介质 
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的 电 内 渗 引 起 的 。 

5) 在 冀 胶 的 部 分 位 置 出 现 冷 凝 水 是 由 于 效 胶 与 冷却 板 之 间 有 气 
W., f. 

6) Wu SEED E — 28 2E DOLI ELE Ek a SB Re HH TE AUR PE E, 
FRERE pH 范围 的 导电 性 不 住 引 起 的 ， 特 别 是 使 用 罕 pH 范 
HEB ARE P. EIER E BE BI RI RT SE ER DR 
(5) 打 火 花 和 烧 胶 
BEBE EU 3G EK Je T IKGECRIPRSRE RO BEES, PMAR R 

水 的 出 现 。 

1) 旭 果 烧 腕 是 沿 着 电极 条 边缘 ， 可 能 是 由 于 电极 条 太 长 。 电 极 
AK hy ELSE HE i JL EK 

2) 如 果 烧 胶 是 沿 着 阴极 条 边缘 ， 可 能 是 由 于 凝 胶 介 质 较 长 时 间 
与 碱 性 电极 液 接 触 而 水 解 。 如 些 样 品 数目 多 ， 最 好 先 加 样 ， 
后 加 阴极 电极 条 。 

) MRE pH7 纯 水 区 烧 胶 ， 应 存 制 胶 时 加 适量 pH3 一 10 或 PH6 

一 8 的 载体 两 性 电解 质 。 

(6) 不 能 得 到 预期 的 pH HE 

电泳 过 程 中 产生 梯度 漂移 ， 也 称 平台 现象 ， 可 能 是 由 于 介质 

中 丙烯 酸 引起 阴极 漂移 所 致 。 

2) 单 体 贮 液 贮 存 时 间 太 长 。 

3) 聚焦 时 间 太 长 。 

4) 载体 两 性 电解 质 导电 性 不 均 集 ， 

(7) pH 梯度 的 碱 性 部 分 被 于 类 

1) 凝 胶 洲 液 吸 收 了 大 气 中 的 二 氧化 瑞 。 

2) 效 胶 介质 的 电 内 渗 。 

3) 在 电 注 时， 载体 两 性 电解 质 和 电极 液 被 氢化 。 

(8) pH 梯度 哇 波纹 状 

1) SERE RAN MAE MRE 

2) 电极 滚 供 存 时 间 大 长， 电极 液 太 多 ， 不 均匀 。 

3) 凝 胶 ， 电极 条 ,电极 液 接触 不 好 。 
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4) 电极 给 不 直 或 不 干 兆 。 ` 
5) 尿素 胶 贮 存 时 间 太 长 ， 
6) 如 果 波 纹 主 要 在 加 样 位 置 ， 说 明生 白 浓度 太 高 或 样品 中 有 较 
高 浓度 的 盐 。 
(9) 爱 白 带 的 扼 尾 和 纹理 郊 象 ( 见 轩 4.15 和 4.16) 
1) 样品 溶解 不 好 ， 有 沉淀 颗粒 
2) 有 m 样 器 或 加 样 滤纸 片 在 凝 腔 上 放置 时 间 太 长 。 
3) 样品 放置 时 间 太 长 或 已 变性 。 
、 4) ERRATEA, WRA IAK. 
(10) #6 $1. (84.17) 
1) 凝 胶 不 成 规则 的 矩形 或 正方 形 。 
2) 阴 、 阳 电极 条 长 度 不 一 致 。 
3) 电极 或 电极 条 的 放置 不 平行 。 
(11) FAP RAR 
D) KITERU 6B REN AE BE BEREBE Tr I SR ETE e 
2) 聚焦 时 间 不 够 ， 
3) 聚焦 后 设 有 及 时 或 没有 充分 固定 。 
4) TERR TEN RT RE EE a F pH 梯度 的 原因 ， 
(122 AREK 
D 蛋白 浓度 太 低 . 
2) 样品 由 于 电泳 时 的 温度 或 加 样 位 置 的 pH 而 发 生 沉 淀 。 
3) 样品 被 吸附 在 加 样 滤纸 上 或 加 样 滤纸 孔径 太 小 ， 分 子 不 能 进 
ARR 
4) 加 样 位 置 太 靠近 等 电 点 ， 或 分 子 太 大 ， 或 加 样 时 场 强 太 大 ， 
蛋白 分 子 无 法 进入 凝 胶 。 
5) X & JEFE X SIC, 
6) 染色 前 ， 有 蛋白 分 子 没有 被 固定 。 
7) 脱色 时 ， 蛋 自分 于 被 溶 在 脱色 液 中 。 
(13) 一 些 爱 白带 聚焦 在 错误 位 置 
D 蛋白 分 子 形成 复合 物 。 


"Us 
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2) ERE. 
(14) “A” & OX HS Xue 
D JHAPTOENOR, BUKBEGSOCERUS eU. 
2) 样品 在 准备 ， 保 存 或 电泳 期 间 被 氧化 。 
3) 和 蛋 叶 分 于 的 窜 聚 物 或 部 分 基 团 的 不 同 结合 。 
4) 酶 的 不 同 程度 的 磷酸 化 作用 ， 甲 基 化 作用 或 乙酰 化 作用 。 
5) HEE H EIE R EA fA] o 
6) EmA S ARKH E AE H EEH. 
(15) “E” 5 “WA” ME CULEIA.14 ) 
"PRO ty “E” WAEA TAAR o 
1) SERGI 2 53 E E P9) d FE 3 RD HB, R E A faj o 
2) 破 置 一- 段 时 间 后 ， 凝 胶 边 缘 的 浓度 高 于 中 间 的 浓度 。 
(16) T X56, r$ 
1) 在 固定 后 漂洗 上 时， 载体 两 性 电解 质 没 有 被 完全 洗 去 。 
2) 染料 质量 不 好 ， 示 充分 深 解 。 
3) 染色 液 浓 度 太 大 
(17) 凝 胶 和 支持 膜 表 面 有 米 料 沉淀 
染料 沉 深 米 自 于 : 氮 醋 酸 和 载体 两 性 电解 质 的 复合 物 。 串 在 
染色 后 ， 脱 色 前 在 脱色 液 中 用 湿 棉 花 轻 轻 接 去 。 
(18) HRA X HH ENG 
D 三 握 酷 酸 太 浓 ， 固 定时 间 太 长 。 
2) 温度 太 高 ， 震 播 太 激 烈 。 
3) ARR BUR EE, 
(19) 有 蛋白 带 在 染色 和 保存 过 程 中 于 类 
1) 改变 染料 ， 脱 色 液 或 染色 方法 ， 
2) 隆 底 保存 液 中 甘油 的 浓度 。 


6.4.12.2 琼脂 糖 凝 胶 等 电 聚 个 


(1) XE E JE eb 
1) 凝固 时 间 不 够 ,最 好 灌注 后 1 RTRA, BERRA H 
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BACHA. KERTJE -- 周 。 

2) WEDE, MI EMAER, RARA, LABR a 

3) RREZES RH, Hr En R ER H 296, 
(2) 等 电 聚 焦 时 凝 胶 表 面 有 水 

1) M rH, ARRIK T SERE dE LK. 

2) ÉEREEE [S] P] JH] A83 

3) 电极 滚 浓 虚 太 大 : MIZE H EUR P3 Bc RC OSE IDE AE Fh, CE NES 
的 酸 FURR . 

4) 电极 条 上 的 电极 液 过 多 . 

5) I POR BIER, DTE HE E ALB UIS TE s 

6) W-&TENEXBIUEUEIK, Bh Papi. 

7) 如 果 在 加 样 位 置 有 水 ， 说 明 曙 和 白 浓度 太 高 ， 样 品 有 盐 ， 或 加 
HERRA LNR., 
(3) Em EAER 

I) 加 样 时 电场 强度 太 大 。 

2) 过 量 加 样 。 

3) EERESREEA SE, 
(4) 等 电 聚 态 时 凝 胶 干掉 

1) ss HR GE SEXT IHRE e 

2) 凝 胶 厚度 不 均匀 ， 薄 的 位 置 干掉 。 

3) 空气 太 干 燥 。 

4) 电泳 褚 旁 有 热源 .。 
(5) 打 火 花 

1) ERFT. 

2) 电压 过 高 。 

3) &EBES BU IK» 

(6) 蛋白 带 太 帘 

过 量 加 样 使 邻近 样品 泳 道 混在 一 起 。 

(7) 蛋白 带 不 细 窜 

AR fi bf TR] AR GE 


saa 
Mr” 
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2) 聚焦 时 间 过 长 ， 阴 极 漂移 所 将。 
3) 因为 琼脂 糖 翔 胶 孔径 大 ， 易 在 等 电 聚 焦 时 扩散 。 


(8) 蛋白 带 丢 失 
同 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 的 原因 ， 且 在 大 性 pH 范围 丢失 带 的 现象 
更 严重 。 


49)“ 微 医 ，“ 钙 眉 ” 和 和 蛋 自 带 偏 斜 现象 

则 聚 替 烯 酥 胺 赣 腕 等 电 聚 焦 的 原因 。 

(10) 蛋 和 白带 的 拖 尾 和 纹理 现象 比 使 用 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 时 减 
轻 ， 因 为 琼脂 粮 此 胺 孔径 大 

(11) 染色 时 的 一 些 问题 同 聚 西 填 酰 胺 凝 胶 ， 脱 色 比 较 容 易 
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第 七 章 ” 固 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 


HA: pH BAIE Sr rg, HE f. (Immobilized pH gradients isoelectric 
focusing, IPGIEF) 是 80 年 代 建立 起 来 的 一 种 新 型 等 电 聚 焦 技 
Re CARA :系列 具有 昱 酸 或 田 碱 性 质 的 再 炳 酰 胺 入 生物 滴定 
时 ， 在 滴定 终点 附近 形成 pH 梯度 并 参与 丙烯 酰胺 的 共 价 聚合 ， 
从 而 形成 加 定 的 ， 不 随 环 境 电 声 符 条 件 变化 的 pH 梯度 。 该 方法 
具有 比 传统 载体 两 性 电解 质 等 电 聚 焦 〈 第 六 章 ) 更 高 的 分 辨 能 
力 ， 更 大 的 上 样 量 。 分 辩 率 可 达 0.001 pH， 是 目前 分 辨 率 最 高 航 
电泳 六 法 . 可 用 上 分 析 和 制备 等 电 点 极其 相近 的 和 蛋白质 和 多 肽 
"a 


7.1 | A 3$. 
7.1.1. [EMB pH RETER EX 


EA pH 梯度 所 用 的 介质 是 - 些 具 有 弱酸 或 弱 碱 人 性质 的 丙烯 
酰胺 衍生 物 ， 它 们 与 丙烯 酰 腕 和 甲 叉 双 丙烯 酰胺 具有 相似 的 聚合 
行为 。 瑞典 LKB 公司 (MA Amersham Pharmacia Biotech 公司 ) 
的 商品 名 为 Immobilinc。 瑞 十 Fluka 公司 的 商 咒 名 为 pl Select. 
它 的 统 构 式 是 : 

O H 
CH,—CH--C--N—R (R 代表 凑 基 或 第 二 氨基 ) 
Immobilinc 分 六 的 ~… 端 是 一 个 双 键 ， 它 可 以 在 聚合 过 程 中 通过 共 
价 结 合 锐 洪 到 聚 丙 烯 醚 胺 介质 中 。 所 以 即使 在 电场 中 ,， 它 也 是 
“ 固 相 ”的 ”在 分 于 的 另 一 端 是 一 个 缓冲 基 朵 R，R 为 弱酸 或 弱 
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图 7,1  Immobiline 


碱 ， 它 可 在 际 合 物 中 形成 弱酸 或 弱 碱 的 缓冲 体系 《 见 图 7.1 )。 利 
用 缓冲 体系 滴定 终点 附近 -: 段 pH 范 闭 就 可 形成 近似 线性 的 pH 
梯度 。 所 以 头 相 pH 梯度 与 载体 两 性 电解 质 pH 梯度 的 区 别 在 十 
前 者 的 介质 不 是 两 性 分 了 ， 在 北 胶 上 聚合 时 使 形成 pH 梯度 。 后 者 
是 两 性 分 子 ， 在 电场 中 岗 性 分 于 迁移 到 自己 的 等 电 点 才 形 成 pM 
BH. 

固 相 pH 梯度 介质 P3 BEL AT AE DII I e E Gasparic, 
Bjellqvist 和 Rosengren f £j] L^, Bjellqvist!^ I Righetti :对 合成 
过 程 作 了 详细 的 介绍 。 它们 的 基本 结构 是 在 分 子 的 一 端 含有 一 -个 
PS PLEESER. (EX -3:-. RYE Immobiline 4i — A 5858 (0938 A, 
碱 性 Immobiline 含有 第 二 氨基 -红外 光谱 也 证 实 了 在 所 有 分 子 
WRR LA GE. RUPEE Immobiline 只 有 6 一 7 了 种， 全 实验 
室 已 经 能 合成 17 种 不 同 pK 值 的 再 烯 酰胺 生生 物 ( ， 它 们 的 分 
子 臣 及 分 子 量 见 表 7 了 .1 -7.3， 
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7.1.2 Inamobiline 的 物化 特性 


正确 组 合 不 同 pK 的 Immobiline 是 得 到 重复 pH. 梯度 的 最 重 
和 要 的 因素 。[tmrmobiline 的 pK 俯 是 随 实验 条 件 ， 媳 温度 ， 离 子 强 
HE. 溶剂 的 介 电 常数 等 而 改变 的 。 其 中 最 重要 的 参数 古 温 度 ， 如 
图 7.2 所 示 ， 在 10~ 2S8'C ET, — RESS E? Immobiline 对 温度 变化 并 
ARE, EUP S Immobiline 的 pK fl £183 wX {Es Immobi- 
line pK 8.5 在 此 温度 范围 的 ApK =0.44 。 为 了 pH 梯度 的 计算 和 
实验 的 重复 性 ， 电 泳 时 应 严格 控制 温度 ， 最 好 固定 在 CE 


10.0 


SE CC 


图 7.2 在 10~25fT 几 种 不 同 pK Immobiline 
的 温度 系数 《dix /dr)*31 


除了 温度 以 外， 凝 膀 系统 中 的 添加 剂 ， 如 尿素 ， 由 于 改变 水 
的 结构 和 降低 介 电 常 数 也 会 改变 Immobiline 的 pK 1E, 7.3 所 
7K 8mol/L 尿素 对 酸性 Immobiline 的 影响 比 对 碱 性 强 。 如 对 Im- 
mobiline pK 3.6 ， 增 加 0.9 pH 单位 ， 但 对 Immobiline pK 9.3 ， 
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只 增加 0.42 pH 单位 。 所 下 Gelfi 和 Righettit 引 建议 ， 如 使 用 尿素 
胶 时 ， 最 好 先 配 制 合 适 pH AEH pH BRHEXERE, mA, F 
燥 后 ， 再 重新 用 含有 尿素 的 溶液 泡 胀 。 


FR 3nol/L 


图 7.3 ”尿素 浓度 对 Immobiline pK A5 & nj 3] 
ApK — pKgg - pK; 温度 20C 


中 性 或 不 带电 的 两 性 离子 去 污 剂 如 NP-40, CHAPS 等 对 
[mmobiline pK 值 的 影响 见 图 7.4 .. 296 NP - 40 对 Immobiline pK 
值 的 影响 是 十 分 汪 的 。 对 弱酸 类 约 增加 0.08 pH 单位 ， 对 弱 碱 类 
约 减 少 0.1 pH 单位 ， 

自从 Immobiline 被 合成 ， 其 至 LKB 公司 提供 鱼 色 结晶 粉末 
的 酸性 Immobiline MRAR H PTE [mmobiline 商品 所 、 在 很 长 - 
段 时 间 内 ， 它 人 的 不 稳定 问题 始终 不 能 解决 ， 其 原因 是 ， 

(1) 降解 

由 于 水 解 ， 醚 胺 键 断 匀 ， 部 分 再 桶 上 驱 胺 和 在 分 于-- 端 的 缓冲 
基 凡 被 分 开 ， 使 酸性 Immobiline 产生 丙烯 酸 和 一 个 氨基 酸 ， 碱 
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NP40, % 


图 7.4 NP- 40 Xf Immobiline pK 值 的 影响 3 


性 Immobiline 产生 丙烯 酸 和 一 个 二 有 稻 。 这 商 种 情况 都 会 导致 实 
验 的 失败 。Piettal 和 研究 了 pH 和 温度 对 Immobiline 稳定 性 的 影 
mj. £5 5X, XE 20C Hf, Immobiline Æ JLA A EA, i E 
60 记 时 ， 只 要 几 天 或 只 小 时 便 降 解 。pH 的 影响 是 ， 酸性 Immo- 
biline 的 降解 主要 发 生 在 pPH6 一 7， 碱 性 财主 要 存 pH9, Æ pH3— 
4, Immobiline 有 最 大 的 稳定 性 - 

(2) B 

WTE hamobilinc 5A: xar. BOR BW, 
HEC FOR GO om (oligomers) 和 n -HT Cr .mers) 而 使 溶液 
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出 规 混 浊 。 自 聚 物 上 其 至 会 结合 到 聚 内 烯 酥 胺 凝 胶 中 ， 因 为 它们 在 
一 端 仍 然 有 双 键 。 这 些 二 体 ， 王 体 白 限 物 会 结合 到 蛋白 分 子 中 而 
使 蛋 旦 分 子 发 生 严重 的 沉淀 。 检 测 多 育 物 的 实验 称 为 “ 铁 便 白 沈 
证 检测 ”( “ferritin precipitation test") 7.8] ， 见 图 7.5 HB FEX 
HA n - 链 节 有 很 强 的 蚊 水 性 .所 以 可 以 将 它们 吸附 在 玖 水 集合 
HERRES, 


图 7,5 ” 久 蛋白 和 沉淀 [mmobiline 
之 问 的 相互 作 用 模式 


(3) 5 pH 有 关 的 N -氧化 物 的 形成 

上 述 两 种 现象 虽然 主要 发 生 在 碱 性 Immobiline, 但 对 所 有 
pK 值 的 Immobiline 都 有 影响 ， 而 这 第 三 个 现象 只 发 生 在 碱 性 范 
Hj. HERTE pH 范围 进行 富有 半 胱 氨 酸 的 蛋白 的 等 电 聚 焦 时 ， 
第 三 氨基 会 发 生 氧化 。 这 种 氧化 作用 在 用 过 硫酸 签 作 催化 剂 时 十 
分 严重 [9]。 即 使 试剂 很 纯 ， 也 会 发 生 ， 只 是 反应 较 慢 。 为 避免 
氧化 ， 需 将 试剂 存放 在 人情 性 气体 中 。 氧 化 的 Immobiline 在 320 一 
350nm 有 了 吸收 蜂 。 饶 化 作用 也 与 pH 有 关 。 虽 然 在 pHS 时 不 会 发 
生 氧 化 作用 ,但 凝 胶 聚 合 不 佳 ， 最 好 在 pH7 左右 聚合 ， 但 区 时 
制 胶 方 法 应 有 所 政变 [9 。 

1988 年 瑞典 LKB 公司 解决 了 以 上 三 个 问题 ,推出 了 Immo- 
biline 下 。 因 为 酸性 Immobiline 在 中 、 酸 性 pH 最 稳定 [6 m dg 
其 配制 成 0.2 mol/L KAR, HKZ gu j S5ppm 的 抑制 剂 
(对 蔡 二 酚 - 甲 基 酷 )， 结 果 是 Immobiline Il pK 3.6 可 在 8C ^ jg 
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1200 X, pK 4.6 则 可 贮存 4800 天 《以 产生 196 AERE ROI, 
碱 性 Immobiline 有 较 强 的 不 稳定 性 ,将 其 配制 成 0.2mol 碟 的 n 
肯 醇 浴 液 (考虑 到 开 、 闭 瓶子 时 ， 溶液 会 吸收 大 气 中 的 水 ， 所 以 
配制 成 n - 丙 醇 溶液 )， 结 果 很 稳定 至少 可 在 REES 
这 首先 是 因为 mn- 再 醇 的 贰 气压 和 沸点 与 水 几乎 租 同 ， 谭 且 它 可 
以 以 任何 比例 与 水 混合 。 第 二 是 由 于 n -再 醇 的 存在 降低 了 介 电 
TAX. 1096857 n -两 醇 只 使 酸性 Immobiline 位 移 +0.07 pH 单位 ， 
使 碱 性 Immobiline 位 移 -0.12 pH 单位。 对 蛋白 质 的 醒 、 兢 性 基 
团 也 只 有 相同 数量 级 的 pH fce, PSOE REA TE APRENE 
啊 是 二 分 小 的 。 而 且 n - 丙 醇 只 在 聚合 时 存在 ， 漂 洗 时 可 被 洗 掉 ， 
故 对 聚焦 没有 影响 。Gaveby (LKB 公司 ) 和 Righetti 及 他 的 同事 
们 成 功 地 解决 了 上 述 问题 3]。 现 在 Righetti 研究 组 仍 在 致力 于 合 
成 各 种 pK 值 ， 特 别 是 极 酸 和 极 碱 的 固 相 pH 梯度 介质 ， 以 扩展 
pH 梯度 和 克服 沟 (gap) 的 影响 G.4,0 届 1。 

Immobiline 对 重 百 质 中 氨基 酸 分 析 的 影响 ， 特 别 有 是 用 于 蛋白 
质 纯化 时 是 必须 考虑 的 。 实 验证 明 Immobitine 对 此 没有 影响 [3- ， 
NA 8596 67 Immobiline 单 体 已 转换 成 聚合 体 ， 而 且 没 有 被 聚合 
的 自由 单 体 是 带电 的 ， 它 们 会 迁移 到 阴极 或 阳极 ， 再 则 在 制 胶 时 
HITEK, - 些 不 能 结合 到 北 胶 介质 中 的 单 体 或 片段 应 该 已 
被 漂洗 掉 了 。 


7.1.3 EJH pH 梯度 的 原理 


7.1.3.1  Henderson-Hasselbalch 公式 


固 相 pH 梯度 的 范围 是 能 被 事先 计算 的 ， 经 典 的 Henderson- 
Hasselbalch (H-H) 公式 是 计算 pH 梯度 的 基本 公式 [14] : 


[A 
pH - pK + log ER 


这 于 AC] LARERE, [HA] XÉ3EÓS BED US (E 
AMKEZ. ID 日 公式 种 电站 性 条 件 给 出 了 pH 和 Immobiline 47 
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度 之 间 的 关系 。 如 果 仅 便 用 此 种 Immobiline， 甚 中 一 种 完全 离子 
化 的 作为 滴定 剂 ， 另 一 种 作为 缓冲 剂 ， 则 pH 就 能 直接 从 两 种 
Immotiine 浓度 中 计算 出 来 ， 主 要 取 次 于 哪 一 种 Immobiline 作为 
缓冲 基 团 。 如 果 缓 冲 基 团 是 酸性 Immobiline， 解 离 常 数 为 pKA， 
它 与 非 缓冲 Immobiline 摩尔 浓 上 嵌 分 别 为 CA: Cp, A 


pH = pK, + log me T. 


同 埋 ， 如 果 缓 溃 成 分 是 碱 性 o Vii 
- CA 


JA 
7.1.3.2 ”一 个 pH 范围 的 固 相 pH 梯度 


图 7.6 是 用 0.2 mol/L pK 3.6 滴定 pK7.0 的 Immobiline。 溶 
液 中 的 自由 碱 基 星 现 碱 性 pH， 最 初 几 滴 pK 3.6 的 Immobiline 使 


pH 


pH = pK, 十 log 


pK7. 0 


1 2 
Imnobiline pK 3.6 的 体积 


图 7.6  Immobilire 78 E tit 28:14 
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pH 指数 性 地 衰减 ,接着 在 pK 7.0+0.5 范围 内 形成 一 条 通 近 线 性 
的 滴定 曲线 ， 便 形成 pH6.5—7.5 WRR, AAE pH 4.0—5.0 f$ 
度 ， 则 可 用 Immobiline pK 4.6 作 为 缓冲 组 分 ， 用 Immobiline 
pK 9.3 去 滴定 它 。 这 种 1 个 pH 范围 的 固 相 pH 梯度 的 建立 通常 
采用 pHa = pK 的 方式 (pHma 是 指 设计 范围 的 中 点 }。 此 时 缓冲 
组 分 的 Immobiline 的 摩尔 浓度 是 恒定 的 ， 斜 率 为 零 。 非 缓冲 Im- 
mobilinc 的 摩尔 省 度 的 改变 呈现 负 斜 率 。 因 为 当 滴 定 碱 性 缓冲 基 
团 时 ， 它 是 从 酸性 变 为 丽 性。 缓冲 能 力 (B) 在 梯度 范围 内 呈现 
-条 对 称 曲线 ， 见 图 7.7 。 


ox+ | 
D. 5pH 


Immobiline 浓 


图 7.7 pH, 7 pK 滴定 方式 
的 pH 梯度 [t+ 
一 一 pH 撞 度 --.- AMEH 
MEM Cy 缓冲 Immobiline ?K JE 
… Ca dEZE 0E Emmobline 浓度 


来 用 pF = pK 的 滴定 方式 建立 上 个 pH 范围 的 梯度 受 商品 
Imrnobiline pK 种 类 的 限制 。 如 和 欲 建 立 任何 1 个 pH 范围 的 固 相 
pH BRE. RH pHa pK 的 方式 ， 如 图 7.8 。 此 时 ， pF 
pK 0.5 pH 单位 ， 也 能 得 到 几乎 是 线性 的 pH 梯度 {图 中 实 
2). 

Weis LS “REK 《tandem)” 原 更 建立 p pH 范 赎 的 梯度 
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Inmobiline jEfg£nmcl 


图 7.8  pH,4,-pK' 0.5 msg ax 
pH 梯度 ''+| 


时 ， 选 择 作 为 缓冲 组 分 的 [mmobiline ÉJ pH, 7 pK 的 绝对 值 最 好 
趋 于 地， 至 人 少 不 超 过 0.7 。 作 为 滴定 剂 的 非 缓 冲 Immobiline 的 
pK 值 应 尽 可 能 远离 pH 范围 的 两 端 。 理 想 的 滴定 剂 的 pK 值 应 全 
WE pHui 或 pH 和 远 3 个 pH 单位 。 这 样 的 滴定 剂 将 仅仅 提供 -- 
个 酸 、 碱 平衡 以 滴定 缓冲 基 团 。 作 者 实验 室 L5] 用 “串联 ”原理 
得 到 pH 4.4—5.4 RH pH 梯度 用 于 Gc 蛋白 亚 型 的 分 离 。 

用 于 1 个 pH 范围 的 国 相 pH 梯度 的 配方 见 表 7.4 Ue! 


7.1.3.3 "ESSERE TS EH pH 梯度 


根据 “串联 ”原理 ， 使 用 “内 捅 法 ”可 以 得 到 小 于 1 个 pH 
范围 的 气相 pH 梯度 的 配方 。 如 图 7.9 所 示 !57]， 为 了 得 到 0.4 pH 
单位 (pH7.1—7.5) KIAH pH 梯度 ， 可 以 使 用 pH6.8 —7.8 
的 配方 ， 在 pH7.1 和 7.5 画 出 吊 垂 线 ， 它 们 与 pK 3.6 和 pK7.0 
Immobiline 交点 处 便 是 bpH7.1-7.S 固 相 ?pH 梯度 所 需 的 酸性 和 
PAYE Immobiline 的 体积 。 年 者 实验 室 :18 用 pH 4.90-5.90 的 配 
方 ， 同 样 用 “内 话 法 ”得 到 了 pH5.05~S 60 范围 的 辕 相 pH 梯 
度 ， 用 于 鞠 铁 重生 的 分 析 ， 网 图 7, 10 ， 合 用 “内 捅 法 ”甚至 可 
以 得 到 0.1 pH Jf I) pH pH EGRE 
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图 7.9 ”根据 “串联” 原理， 用 “内 桂 法 ”得 到 
pH7.1 ~7.5 BIĦ pH 梯度 的 酸性 各 碱 性 
Immobiline 的 体积 1- 


on 
= 
8 3 


e 
g 
在 碱 性 腕 中 0.2mol/L Immobiline(n 1) 


在 酸性 腔 中 0.2mol/L Immobiline(n 1) 
S 
Š 


4. 90 5.05 5.30 5.50 — 5.60 5.70 5.90 


图 7.10 RE PE” EE, 用 “内 插 法 ”得 到 pH 5.05 — 
5 6 E4 pH PJE HM YER FE Immobiiine 的 体积 1l5| 
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图 7.11 EB pH 梯度 等 电 聚 焦 原理 1] 


宽 范围 画 柑 pH 樟 谨 的 应 用 主要 将 其 作为 双向 电泳 的 第 一 
向 。 有 三 种 方式 可 以 产生 !I:; 全 使 用 多 腔 樟 度 混合 器 ; OMA 
EEUEB HE HE O di iS £r FB [8] PE ZO BE 09 2E PP. Immobiline 和 不 同 摩尔 
浓度 的 滴定 Immobilie; OQMA ERER MEATA, f 
相同 的 Immobiline. 宽 范 围 固 相 pH 梯度 (包括 线性 和 非 线 性 梯 
E) 的 配方 见 表 7. 509]. 

EA pH 梯度 等 电 聚 焦 是 基于 上 凝 胶 中 的 固 相 pH 梯度 。 这 些 
具有 弱酸 或 弱 碱 性 质 的 丙烯 栈 胶 街 生物 共 价 结合 到 育 丙 燃 栈 胺 小 
胶 介 质 中 形成 pH 梯度 后 (图 7.11(1))， 带电 的 蛋白 质 分 耻 便 开 
始 向 自己 的 等 电 点 位 置 迁移 (图 7.11(2))， 直 到 到 达 等 电 点 位 置 
才 停止 (图 7.11(3))。 


7.1.3.4. EIfH pH 梯度 的 计算 机 模拟 


[53H pH 梯度 的 计算 机 程序 首先 由 Celentano &EU9- iib, EE 
已 成 为 商业 软件 20 ， 它 可 以 从 10 种 不 同 pK 的 Tmmobiline 中 选 
择 缓冲 离子 和 滴定 剂 ， 计算 pH2.5— 12 范围 内 的 任意 宽 窜 pH 
梯度 ， 其 至 可 以 进 人 “禁区 "2。 这 不 但 扩大 了 pH 梯度 的 计算 
范围 ， 而 且 提 高 了 准确 度 ， 并 使 操作 大 大 简化 。 
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7.1.4 分 R 率 


固 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 是 目前 一 向 电泳 中 分 辨 率 最 高 的 电泳 
技术 ,可 以 达到 0. 001 pHi24.23]， 比 常规 载体 两 性 电解 质 等 电 
7 BHO 4 HESEO. 01 pH 要 高 一 个 数量 级 。 如 6.1.3 节 所 述 ， 根 
据 Rilbe 在 1973 年 提出 的 关于 分 辩 率 的 公式 [251: 

Apf= 3 / [DaM Ar] 
N [EC- du)/d(pH}] 
这 里 D( 淖 白质 的 扩散 系数 ) 和 duxdqpH (和 蛋白质 的 迁移 率 的 斜 
率 ) 葬 常 数 ， 并 且 分 别 与 质量 和 电荷 成 正比 。 为 了 提高 分 辩 率 ， 
只 能 增加 电场 强度 E 和 使 用 罕 范 围 pH 梯度 (d(PH)Mdrz)， 不 像 
载体 两 性 电解 质 等 电 聚 焦 那 样 ， 同 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 上 其 备 了 这 
两 个 条 件 : 

(1) AE pH 7E. 907. 1.3 节 中 所 述 ， 利 用 不 同 pK 
的 lmmobiline， 用 内 插 法 可 查 得 0.1 pH 间隔 的 固 相 pH 梯度 ， 这 
样 便 可 灌 制 0.01pHzcm , K S5 pH AERAR. 

(2) 增加 电场 强度 。 由 于 固 相 pH 梯度 使 用 的 Immobiline ?& 
度 很 低 ， 使 它 比 载体 两 性 电解 质 凝 胶 的 导电 性 差不多 低 100 fis. 
而 且 共 价 结合 到 凝 胶 中 的 pH 梯度 不 会 受 长 时 间 聚 焦 时 间 的 影 
啊 ， 这 为 高 电压 的 使 用 创造 了 条 件 。 

结合 以 芒 因 素 ， 虽 然 在 靠近 等 电 点 时 ， 和 蛋白质 前 迁移 率 很 
小 ， 但 有 是 够 的 电压 和 时 间 人 双 许 它们 在 极 窜 的 pH 范围 内 迁移 到 
等 电 点 位 置 。 所 以 它 的 分 辩 率 可 达到 0.001 pH. AJLARI TY ET UI 
说 明 固 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 技 术 的 分 辨 率 是 当前 其 它 电泳 技术 不 
可 比 的 。 

例 1: 作者 实验 室 在 pH 5.05—5.6,0.044 pH/em H RIH pH 
梯度 等 电 聚 焦 中 ,检测 了 人 血清 中 与 TIC, 带 极 其 靠近 的 TIC, 
带 。 见 图 7.12 ,这 是 用 载体 两 福 电 解 质 等 电 聚 焦 不 能 检测 到 
ggl: 
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例 2， 民 7.13 为 卵 清 蛋 由 在 不 同 pH 范围 的 凝 胶 中 的 分 辩 
xn» 图 中 A 为 卵 清 量 白 在 载体 两 性 电解 质 等 电 聚 焦 pH4 一 6 


zd: 
MA 
gá 


nEn Noo NU H 


图 7.12 Adi £t RE A M E pH 梯度 等 电 聚 焦 
(pH 5.05-~ 5. 6,0. 044p crm) 
L, 7, i2: 1{C2; 2, 3, 6: TIC]; 4, 5, 9, 
I9: TICIC2; 8: TIC1C3; 11, 13: TÉCIDch:. 


(05£OSGM 
LENS 
* $ 45 
>> 


b a 
4 
H 


EA 


S bspHrem ^ ^ oem D.02pH/cm 0.01pHicm 
Uv 10 v/cm 250v/cm 500 V/om ^ 1000 V/cm 


BI7.13.— Bui EHE) pH 范围 的 北 胶 中 的 分 辨 率 121 
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(0.2pH/cm ) 中 的 谱 带 。 此 时 虽然 分 辨 出 . - 些 带 ,但 主 带 只 能 看 
SEM .的 组 分 。 但 当 卵 清 蛋 白 在 回 相 pH 梯度 0. 02 pH/em 间 
隔 中 聚焦 时 ， 主 带 明显 地 被 分 成 两 个 组 分 。 这 两 个 带 的 pI 差 为 
0.002 pH， 此 时 相应 的 电荷 差别 只 有 27100 的 单位 质子 电荷 (可 
能 表示 -- 个 氨基 酸 被 另 一 个 氨基 酸 代替 )， 这 就 比 载体 两 性 电解 
质 等 电 聚 焦 的 分 辩 率 -3 高 出 10 倍 。 如 果 与 60 年 代 初 期 的 凝 胶 
电 沪 只 能 分 辨 { 个 单位 质子 电荷 71 相 比 ， 固 相 pH 梯度 等 电 聚 
焦 的 分 辩 率 要 比 它 高 100 们 。 


FH7.14 胎儿 血红 蛋白 (HbF) 中 核心 洲 胞 产物 的 
等 电 聚 焦 :231 


例 3: 图 7.14 为 胎儿 血红 蛋白 (HP) 中 核心 溶 胞 产物 的 等 
电 聚 焦 分 析 3 。 核 心血 溶 胞 产物 在 1 个 pH 范围 的 载体 两 性 电 
解 质 等 电 聚 焦 时 只 提现 -- 条 带 (图 7.14 )。 但 在 0. 25 pH 范围 
(pH 7.3 —7.55 ) 的 固 相 pH 稀 度 等 纪 夷 焦 时 可 被 分 成 两 条 带 ， 
(Hie ^ BER PEUT BS Ae (rp ED. E% B9 JLN Zr E A 
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(HLE) 是 出 两 种 组 分 组 成 的 ， 称 为 Ay 和 Gy, TE 136 (v SOBRE 
分 别 是 Ala 和 Gly 残 基 。 这 两 个 四 体 在 胎儿 期 间 的 比例 是 20 : 80. 
如 果 将 pH 梯度 进 - : 步 变 罕 到 0. 1bHZl0cm(pH73.4 一 7.$5)， 这 两 
个 四 体 才 能 被 分 开 (图 7.15 )、 此 时 分 辨认 为 0.001 pH, RRE 
Y 多 肘 链 上 只 有 -- 个 甲 基 基 团 的 区 别 ， 出 能 补肾 焦 为 -条 带 。 琶 
水 突变 体 Ay E Gy 的 等 电 点 稍 高 。 


图 7.45  BESRIRAEDS (TNE) 纯化 后 
微量 组 分 的 检测 -22， 


例 4: 图 7.15 为 肿瘤 坏死 时 (tumor necrosis factor, TNF) 
纯化 后 微量 组 分 的 检测 5 。 在 大 肪 杆菌 (Escherichia coli) Ex 
达 的 TNF 经 过 纯化 分 离 后 ， 约 有 1096 1E N A S ERAI Cex- 
tra) HRA. (3x Hl pH6~8 的 等 电 案 集 是 无 法 检测 到 的 ( 右 
图 )。 因 为 它们 和 日 标 TNF 有 相间 的 N -末端 序列 。 只 有 在 0.2 
pH 范围 (pH6.4~ 6.6) 的 固 相 pH HE Ar E AE Ep, EE dE pl 
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的 组 分 【Met-TNF， 只 比 完整 的 TNF f£0.004 pH) 才能 被 分 离 
( 左 图 )。 通 过 微 序列 和 质谱 分 析 ， 可 以 确认 附加 的 甲 硫 氨 酸 的 存 
在 。 由 此 可 注意 到 固 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 不 仅 能 探测 蛋白 质 表 面 
电荷 的 变化 ， 而 及 可 观察 到 突变 引 和 直 的 熏 白 疏水 性 的 精细 变化 。 
因 为 探 油 的 是 天 然 结 构 ， 这 表示 琉 水 特性 的 变化 引起 精细 的 梅 象 
转换 ， 而 这 种 构象 转换 使 邻近 氨基 酸 的 pK 产生 轻微 的 变化 ， 从 
而 产生 等 电 点 的 微小 变化 ， 旭 Mec TNF E TNF 的 等 电 点 略 低 。 

由 十 固 相 pH 梯度 的 高 分 辩 率 ， 它 不 仅 是 表面 电荷 修饰 的 理 
想 探 针 ， 可 观察 到 宏观 的 变化 如 糖 基 化 作用 2]， 磷 酸化 作 
用 :2 ， 乙 酰 化 作用 :5 ， 氨 基 甲 酰 化 作用 8B0， 而 且 还 可 以 探测 
精细 的 变化 ， 如 硫 赶 - 二 硫化 物 氧 化 还 原型 4， 酰胺 键 合 的 乙 卫 
RER HMW, PREDAS ADP -核糖 基 化 作用 [371， 泛 醒 
化 作用 !3.3] ， 和 辅酶 与 蛋白 的 共 价 结合 [4 等。 


7.2 F 法 


CH pH 梯度 等 电 聚 焦 需 要 较 高 的 电压 ， 故 一 般 均 采用 水 平 
电泳 。 夷 焦 过 程 同样 需要 制 胶 、 电 泳 和 检测 三 个 步 台 。 


7.2.1. (| 胶 05,16.18,41,42] 


如 7.1 HERR, A pH 梯度 凝 胶 是 固 相 pH 梯度 介质 
(丙烯 酌 胺 衍生 物 ) 共 价 结合 到 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 中 并 形成 pH 梯 
度 ， 所 以 制 胶 过 程 比 载体 两 性 电解 质 凝 胶 复 杂 。 灌 胶 的 方法 与 党 
规 聚 丙烯 酰 胺 梯度 凝 胶 和 SDS 梯度 凝 胶 相 似 。 高 质量 的 凝 胶 介 
质 和 固 相 pH 梯度 介质 ， 聚 合 过 程 以 及 漂洗 对 男 相 pH 梯度 凝 胶 
是 非常 重要 的 。 


7.2.1.1 选择 pH 范围， 计算 缓冲 与 滴定 Immobiline 的 体积 
对 林 知 样品 pH 范围 的 选择 ， 最 好 先 用 宽 范 围 (如 pH3.5— 
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10) 载体 两 性 电解 质 等 电 聚 焦 确 定 其 等 电 点 的 位 置 ， 再 选择 罕 
范围 的 固 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 。 确 定 范围 后 ， 根 据 表 7.4 和 7.5 
查 得 或 进一步 用 内 插 法 计算 得 到 缓冲 和 滴定 Immobiline 的 体积 。 


7.2.1.2. FER 


再 烯 酰胺 单 体 贮 液 : 溶解 14.55 g 内 烯 酰 胺 和 0.4Sg N, N- 
Fi XO AIR BERE 40ml NAKE, WF. HERE, MIAK 
加 全 50ml， 过 滤 ， 溶 液 可 在 4 和 保存 两 周 。 

4096 (w/v) ERRERA: 洲 解 0.4g 过 硫酸 铁 在 1ml 双 
AKF, PRAGD ZUECÉE EUR o 

Immobiline I: f£ FBBi T£ IER 4 — 8'C 冰箱 中 的 Tmmobiline 
[溶液 在 室温 平衡 约 0.5 小 时 。 


7.2.1.3 ”模具 组 装 和 凝 胶 咨 液 的 配置 


如 4.2.1.2 节 利 图 4.11 组 装 灌 胶 模具 ， 但 不 需要 在 模具 上 做 
加 样 孔 MARE T= 5%， C=3% 的 凝 胶 ， 人 参见 表 7.6 。 凝 胶 
溶液 必须 新 鲜 配 置 。 一 般 将 酸性 Immobiline F AEW, PrE Im- 
mobiline 作为 轻 液 ， 俗 称 “ 酸 重 ”,“ 碱 轻 ”。 


表 7.6 EA pH ELE ERE ORO EGRE O30 75 17 


[di 液 Ar GR HESS gin Cr d ER 

bline ?ud——————— 3489 ——— 

消 定 Immob line ? gl ? ul 

ME judica Ard aei 1.25ml 1.251] 

irit (8796 ) 2. iml 一 

双 燕 水 是 容 到 7. 5mi 7.5ml 

Angki bp HE, n) m 1000 RHET E fat i... 
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7.2.1.4. HE 


D) HEB SDEBOETT aS 53 Be 8] IURI C 93 06 34e T UL AER o 

2) 将 7.5Sml【〈 视 凝 胶 大 小 而 定 ) $ed CERTE) 注 人 梯度 混合 器 
PME. bH RN RR, EARM, BROE B REIP. 
XAR ERNRGNLACBRAY HS, ， 则 需 将 轻 液 吸 回 储 液 腔 。 

3) 将 同 翌 体积 的 重 液 (酸性 ) 注 人 梯度 混合 右 的 混 台 腔 。 在 两 
个 腔 中 分 别 放 人 同样 大 小 的 搅拌 子 。 在 储 液 腔 中 放 人 补偿 棱 。 
此 时 两 膝 液 面 应 该 相 平 。 

4) FEES HEI A ZR 下 磁力 搅拌 器 的 最 佳 位 置 上 。 将 流出 管 搬 人 
灌 胶 模具 中 央 。 为 了 控制 流速 ， 得 到 线性 梯度 ， 梯 度 混 合 器 
的 出 口 与 流出 管 未 端 高 度 相 差 约 5cm。 开 动 磁力 搅拌 器 (200 
~— 500r/min) o 

5) EKDE pE ELI TEMED， 再 加 过 硫酸 铁 。 打 开 流 出 管 
的 夹子 ， 当 酸 液 流 到 流出 管 的 一 半 时 ,打开 腔 间 阔 。 两 腔 中 
液 面 同时 下 降 ， 在 混合 秩 混 合 后 ， 缓 缓 注 人 垂直 放置 的 模具 
中 。 

6) 灌注 完毕 后 ， 在 室温 静 置 5 一 20 分 钟 《可 用 异 丙 醇 封 胶 )。 放 
和 人 3507 烘箱 中 聚合 。 灌 胶 后 ， 立 即 洗 净 樟 度 混合 器 ， 以 免 堵 
3 Hs [8] R] o 


7.2.1.5 WRM RE 


凝 胶 聚 合约 需 1 小时， 从 烘箱 中 取出 凝 胶 模具 后 ， 同 6. 3.1. 
1 节 方 法 取出 凝 胶 ， 标 上 正 、 和 负极 。 称 重 后 放 人 双 节 水 中 6x 
10 分 钟 或 3x1 小 时 )， 室 温 下 震 摇 约 60 次 [分钟 ， 洗 去 催化 剂 
和 未 聚合 的 单 体 。 洗 胶 后 ， 用 软 纸 吸 去 表面 的 水 。 用 冷风 (小 电 
Bi) YE— E EE BLZ] 50cm 吹 胶 至 与 洗 胶 脐 重 量 相差 小 于 196, n 
外 凝 胶 中 含有 过 多 的 水 ， 影 响 胶 浓度 和 梯度 ， 在 电泳 时 易 在 凝 胶 
表面 形成 水 滴 ， 改 变 导 电 性 ， 于 扰 聚 焦 ， 小 于 pH8 的 凝 胶 至 多 
可 保存 一 周 ， 碱 性 胶 不 宜 保 存 !432]。 
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7.2.2 FHR 


打开 循环 水 浴 ， 设置 冷却 温度 ， ~- 般 为 10 。 

HEARE pH 梯度 凝 胶 铺 任 冷却 板 上 ， 注 意 正 ， 人 负极。 
其 间 深 以 液体 石 腊 或 煤油 ， 避 人 免 气泡 附和 人 人 ， 以 保证 胶 板 和 冷却 板 
之 间 的 良好 接触 、 

用 合适 的 电极 溶液 (参见 表 7.7 )7- xe ae ACB HEAR, 2191 
放置 凝 胶 的 酸 ， 碱 例 。 有 的 仪器 采用 粗 电 极 与 凝 胶 直 接 接触 ， 不 


需 加 电极 条 . 
表 7.7 ”电极 溶液 [+2] 
m 极 R H R R 
mK? o DUK CK? 
0.3% —196 4& PEE TE b f CO U. 396 — 1 'k B Ec PE PE CE RED 
10m mol/L 谷 氨 酸 iOm mol/L ££ Ne 


DEER pH $6 E BERE FO PC VOS BS FE 。 
fit FELT] RA F DL FH. pH 梯度 pH fe IE BO RC CERE PERS AR E. 


按 冷 却 板 上 的 格子 和 预先 设计 的 实验 计划 将 样品 加 在 凝 腕 
上 。 微 量 样品 可 直接 注 加 ， 稀 样 是 加 在 滤纸 块 上 或 小 糟 中 。 固 相 
pH 梯度 等 电 聚 焦 与 载体 两 住 电解 质 等 电 聚 焦 的 样品 处 理 方法 相 
似 ， 只 是 前 者 pH 梯度 已 在 凝 胶 中 固定 ， 所 以 样品 中 的 盐 对 梯度 
影响 不 大 ， 但 过 高 的 盐 浓度 也 会 造成 凝 胶 电 导 的 降低 而 烧 胶 或 使 
W SE 

将 日 金 电 极 丝 分 别 放 在 滤纸 电极 条 的 中 心 ， 骨 将 阳极 和 阴极 
分 别 与 电源 的 正 、 负 极 相连 。 接 通电 源 ， 电 参数 参见 表 7.8 。 
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表 7.8 B% (温度 放置 在 0T} 
Hk (V) Hi3Xt (mA? 功率 (W) 时 间 《小 时 ) 


B 一 相 项 聚焦 500 i 1 1 一 4 
LEGE dO 3 500 5 10 12 一 16 
FOARE 3 500 " 5 2 


(D &j fe] Fe gd FE d EVE gr ep ER PER Ape), TUAREA pe f], fme 1 个 
pH 8) 56g pS Eo]. REESE 1D] 3 一 5h。 

QUA YNRAHER, CB. dXX, THR, FRI BORLIE BRE 3E 8 (e DBEDU 
谱 带 ， 如 文献 [18] FrERBUXETE, füdunI UL CB HORE. 

Cof AE REIY F6 A EE TRUR HEUS (5 - 10m mol/L)., 


7.2.3 pH 梯度 的 测定 


由 于 固 相 pH 梯度 凝 胶 的 导电 性 很 低 ， 不 可 能 用 表面 电极 测 
ERER KIAR pH, Xf FR ER A pH 梯度 可 以 用 等 电 点 
标准 来 测定 。 方 法 同 载体 两 性 电解 质 等 电 聚 焦 。 但 对 窗 范 围 的 固 
相 pH 梯度 不 能 使 用 。 灌 制 凝 胶 时 ，pH 梯度 范围 是 已 知 的 ， 且 
梯度 是 线性 的 。 故 可 根据 凝 胶 两 端 之 间距 离 来 测算 pH BE RUE 
白质 的 FT 在 漠 制 非 线性 梯度 胶 时 ， 则 可 根据 非 线性 梯度 来 计 
算 。 


7.2.4 检 测 
7.2.4.1 各 种 染色 方法 


在 上 述 各 章 中 所 述 的 染色 方法 ,包括 各 种 考 玛 斯 亮 蓝 方法 ， 
RRE, KERA, KHATIK, furl xe SEMIS HIT FR 
pH 梯度 等 电 聚 焦 后 的 检测 。 

作者 实验 室 '58 进行 转 铁 重 白 的 考 码 斯 亮 蓝 R - 250 染色 时 ， 
BER. 用 G- 250 染色 时 ， 脱 色 河 样 困难 。 为 了 提高 脱色 效 
S. 改进 了 脱色 液 的 配方 ， 调 整 了 染色 和 脱色 时 的 温度 和 时 间 
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7.2.4.2 兹 胶 和 干燥 与 保存 
ji £544.2.5. 
7.2.4.3 扫描 与 定量 
请 参 凋 第 4.2.6 和 6.4.11.2。 
7.2.4.4 ”双向 电泳 
请 参阅 第 八 章 。 
7.2.4.5 电泳 转换 
请 参阅 第 十 章 。 


7.3 实验 考虑 


7.3.1 f& fH pH BS EE BS OG SR cx 
AE: 


(D 分辨 率 高 ”根据 等 电 聚 焦 的 原理 ， 在 一 定 分 离 距 离 中 ， 
pH 梯度 范围 越 小 ， 分 辩 率 越 高 。 固 相 pH BB BE HT DUE SC Ver SE C 
ERAS pHO.1i 的 范围 ， 不 像 载体 两 性 电解 质 pH 梯度 的 范 
围 受 商品 的 限制 ， 所 以 分 辩 率 可 以 达到 0.001 pH. 

(2) pH 梯度 稳定 ， 不 漂移 ， 不 随时 间 而 变化 ”这 是 由 于 因 
i pH 梯度 不 像 载 体 两 性 电解 质 pH 梯度 ， 是 由 缓冲 基 团 共 价 结 
合 到 凝 胶 介 质 中 产生 的 。 久 此 ， 在 育 焦 时 ， 电 场 强 度 和 到 焦 时 间 
都 不 受 跟 制 。 实 际 上 ， 这 也 有 助 于 分 辩 率 的 提高 。 

(3) 有 灵活 性 大 pH 梯度 范围 和 斜率 可 以 自由 选择 。 

(4) 重复 性 好 ”包括 pH 梯度 的 重复 性 和 分 离 结 果 的 重复 
性 。 前 者 是 由 于 梯度 的 产生 是 用 几 种 不 同 pK 的 Immobiline iE 
而 成 的 ， 因 而 pH 范围 、 斜 率 、 离 子 强度 、 缓 冲 能 力 、 导 电 性 等 
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都 可 以 得 到 控制 ， 不 像 载体 两 性 电解 质 pH 樟 度 是 由 许多 小 分 子 
在 电场 中 迁移 而 成 的 。 后 者 是 由 于 固 相 pH 梯度 是 线性 的 ， 并 且 
是 稳定 的 ， 它 不 受 盐 ， 缓 冲 离 子 或 样品 的 影响 。 

(5) 加 样 能 力 大 ”在 固 相 pH 梯度 凝 胶 上 可 以 加 比较 大 量 的 
样品 。 如 在 10mm X 0. 5mm 的 1 个 pH 范 半 的 凝 胶 条 上 可 以 加 
2 500ug 的 肌 球 蛋白 (但 在 天 于 1000wg 时 产生 拖 尾 )[6] 。 在 每 ml 
凝 胶 体积 的 涂 胶 上 ， 夷 焦 带 的 蛋白 浓度 可 以 达到 40 一 50mg'*'。 
加 样 量 通 常 可 以 是 载体 两 性 电解 质 等 电 聚 焦 的 10 售 。 

(6) 样品 中 盐 的 干扰 小 ” 盐 离 子 的 影响 对 载体 两 性 电解 质 等 
ERR ERHI. EA FPE pH 梯度 的 原理 ， 盐 的 影响 很 
小 ， 所 以 后 次 的 分 离 带 常常 很 直 . 

(7) i RE RAR pH 梯度 等 电 聚 焦 中 很 好 的 分 离 ” 因 
为 pH 梯度 不 会 产生 阴极 漂移 ， 而 且 很 稳定 。 

(8) I ÉÀER JESESERUR Emke ”因为 在 固 相 pH 介质 
中 没有 第 ---， 第 二 氨基 、 只 有 第 三 氨基 作为 缓冲 基 团 ， 所 以 低 分 
T EBUIEIGÉEELEUHZHBEAXÉSLN4EMGS. miERURPSTESO SUR 
也 能 被 这 些 染 料 染 色 ， 人 得 凝 胶 背 景 较 深 。 

(9) 适合 于 样品 的 制备 ”因为 向 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 加 样 量 
大 ,， 且 容易 从 缓冲 液 中 分 离 样 品 。 

(10) 无 边缘 效应 ”由 于 固 相 pH 梯度 是 凝 胶 的 一 部 分 ， 所 
以 没有 边缘 效应 ， 能 用 很 罕 的 胶 条 《如 Smm E) tfj fe. 2 
个 优点 使 它 适合 于 作为 双向 电泳 的 第 一 向 。 


缺点 : 


1) 固 相 pH BEBE BERE IE TCR t EE ETE EET EHE EXE T 
3s 5X pH 范围 的 偏差 。 如 2% 的 容量 误差 可 以 使 pH 与 预期 值 
偏差 0. 1 pHI16, 。 

2) 固 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 只 能 使 用 豪 丙 烯 酰胺 凝 胶 。 

3) 电 涨 时 需要 高 电压 ， 曰 电泳 时 间 长 。 

4) Æ pH 梯度 测定 困难 ， 只 能 用 计算 的 方法 。 
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5) - -EAER pH 范围 的 固 相 pH 梯度 凝 胶 中 迁移 困难 。 
7.3,2 pH 范围 的 选择 


由 于 图 相 pH 梯度 的 高 分 辨 能 力 ， 故 它 适 用 于 在 窜 和 极 罕 
pH 范围 内 分 析 样 章 。 对 未 知 样品 -- 般 先 用 宽 pH 范围 的 载体 两 
性 电解 质 等 电 聚 焦 以 大 致 确定 欲 分 析 蛋 日 的 等 电 点 位 置 〈《 可 采用 
国产 载体 两 性 电解 质 ， 价 格 低 ， 且 可 以 测定 pH 梯度 )。 再 缩小 
PH 范围 ， 直 到 达到 分 辩 要 求 。 但 对 成 分 复杂 的 样品 ， 酸 、 碱 性 
蛋 日 和 作为 双向 电 沙 的 第 一 向 , 宽 pH 范围 的 因 相 pH 梯度 等 电 
聚焦 更 为 合适 。 


7.3.3 灌 胶 与 聚合 


为 了 确保 pH 梯度 的 线性 【或 非 线 性 )， 在 确定 缓冲 与 非 组 
冲 Immobitine 的 体积 后 ， 灌 胶 技 术 是 非常 重要 的 。 固 相 pH 梯度 
凝 胶 通 常用 垂直 方法 灌注 。 灌 胶 应 注意 以 下 问题 : 

(1) 稳定 液 相 梯度 “在 凝 胶 溶 液 中 应 如 适量 的 惰性 化 学 试 
齐 ， 如 甘油 或 瞧 糖 ， 以 满足 密度 和 粘度 的 吞 要。 在 加 甘油 或 艺 糖 
后 的 恒 溶液 与 轻 溶 液 (未 如 甘油 或 芒 糖 ) 之 间 的 密度 差 造 成 的 凝 
胶体 积 的 不 同 可 在 轻 湾 液 中 用 补偿 棒 来 补偿 。 凝 胶 溶 液 必 须 新 鲜 
配置 。 

(2) 正确 量 取 缓 冲 和 滴定 Immobiline 的 体积 这 是 保证 梯 
BE pH 范围 和 线性 的 最 关键 的 因素 。Immobiline 的 用 量 是 很 小 的 
( 几 十 到 几 百 微 升 )。EKi*3! 的 实验 表明 2% 的 容量 误 益 可 导数 
0.1 pH 的 偏差 。Righetti**l 建 议 配 制 双 售 的 疙 胶 溶 液 以 碱 小 容量 
误差 .但 [mmobiline 4-5 St. Righetti 还 建议 ， 当 量 取 在 n - 
AAF HIRE Immobiline 时 ， 管 头 雪 在 凝 胶 溶 液 中 多 洗 几 次 ， 
因为 它们 会 吸附 在 管 关上 (溶解 在 水 中 的 酸性 Immobiline 不 会 
吸附 在 管 头 上 ), 但 这 给 操作 带 来 麻烦 。 作 者 实验 室 曾 比较 用 微 
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量 移 液 器 (Gelson)， 微 量 注 射 器 (上 海安 亭 微量 进 样 将 厂 或 上 
海 医 用 激光 仪器 三 ) 和 0. lml 移 液 管 (国产 ) 取 液 对 pH 梯度 的 
影响 ， 结 漂 观 察 到 采用 微量 注射 器 时 ， 重 复 性 高 ， 旦 配制 的 凝 通 
pH 范围 与 设计 的 pH 范围 最 接近 。 

(3) 梯度 混合 器 的 位 置 和 授 拌 速度 ”梯度 混合 器 的 混合 腔 应 
位 于 磁力 搅拌 祷 的 中 心 位 置 ， 储 液 腔 位 于 边缘 。 一 旦 选 定 合适 位 
置 ， 做 好 标记 ， 以 保证 实验 的 重复 性 。 上 是 及 中 的 搅拌 子 应 有 相同 
的 大 小 和 重量。 

搅拌 速度 要 适中 。 过 快 的 速度 会 产生 大 旋涡 ， 使 两 腔 液 列 不 
平 ， 产 生气 泡 ， 影 响 聚 合 。 过 慢 又 会 使 腔 中 液体 混合 不 名 ， 一 般 
iE 200 ~500rpnapmin， 使 抄 拌 子 转动 平 消 ， 腔 中 产生 小 小 的 旋 
18 TL, 

(4) 灌 腕 速度 EE EBEJE SH BÉ HER RR LIBE IO LES, 
TE BELA I dit 2p CUBE RE Eom HE RTREHE E GE HU. BEZAN 
Scemo HHFH, MER, BAE, HBK, WER, E 
坏 梯 度 线性 。 长 度 不 宜 过 长 ， 以 满足 梯度 混合 器 流出 管 口 与 模具 
液体 入 妆 的 距离 为 宜 。 两 腔 中 各 7.5 ml 洲 液 约 需 4 一 5 分 钟 浇 完 。 

(5) 稳定 时 间 具有 重力 梯度 差 的 储 液 进 入 模具 以 后 需要 -- 
个 平衡 时 间 建 立 线性 梯度 ， 所 以 灌 胶 完毕 后 应 在 室温 静止 10 ~ 
20 分 钟 。 然 后 放 在 SOC 烘箱 中 约 需 聚 合 1 小 时 。 

能 响 凝 胶 聚 合 的 因素 与 载体 两 性 电解 质 凝 胶 基 本 相亲 ， 请 参 
阅 6.4.4 15, 

P 晶 梯度 的 线性 在 了 染色， 脱色 后 可 以 从 蛋白 带 的 位 置 和 形状 
来 判断 。 如 果 只 是 为 了 摸索 实验 条 件 ， 可 在 酸性 凝 胶 液 中 加 溴 酚 
蓝 ， 使 在 凝 腕 中 形成 蓝 色 梯 度 ， 再 进行 凝 胺 打 描 ， 便 可 观察 到 线 
性 程度 。 


7.3.4 iN TE 


回 相 pH 梯度 凝 胶 的 漂洗 是 非常 必要 的 。 漂 洗 后 ， 可 以 将 多 
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余 的 过 硫酸 铵 和 未 聚合 的 Immobiline £A X P3 48 Pit iz A PK D P8. 
否则 游离 的 酸 和 和 碱 将 在 阳极 和 阴极 附近 形成 很 大 的 平衡 区 而 妨害 
重 白 聚 焦 。 青 则 固 相 pH 梯度 等 电 桌 焦 需 要 的 电压 高 ， 时 间 长 ， 
iX H5 15$ B3 H3 BEC BRCHE ST SICDS RE o 

n gk 1& m T IR] DRE TRE EE ul, TE E 
胺 中 加 添加 齐 ( 如 尿素 ， 去 污 剂 ， 
载体 两 性 电解 质 等 ) 最 好 先 制 成 
TRAWIE HR. 

十 胶 的 制作 方法 是 将 洗 后 的 
凝 胶 放 在 2.5%(vA) Hinh 60 
分 钟 ， 在 玻璃 板 上 了 晾 干 后 存放 在 
密封 塑料 钨 中 。 在 一 20C 可 保存 
1~:2 月 。 

使 用 前 泡 胀 干 胶 的 方法 是 先 
在 平板 玻璃 上 漓 儿 滴 水 ， 将 干 胶 
BERAE (EAI), HRE 
w. 再 盖 上 有 一 定 摩 度 的 边 的 玻 图 7.16  Immobiline Sfi 
HEAR CIL PR UE 8. Hie Jo; BE BE 08. Tg gen 
E), Mk TEZ, WEAR 
溶液 .如 图 7.16 。 如 果 用 水 泡 胀 约 需 1 一 2 小 时 。 如 果 用 尿素 或 
去 污 剂 泡 胀 应 过 夜 。 


7.3.5 ”离子 强度 ,缓冲 能 力 和 导电 性 


离子 强度 会 影响 蛋白 质 的 pK 值 ， 也 会 影响 Immobiline 的 
pK 值 。 但 在 固 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 中 ， 离 子 强 度 可 以 通过 De- 
bye-Hiickel ARUSHA. REHAU. EEM pH 梯度 等 
电 药 焦 中 通常 使 用 的 Immobiline 浓度 ， 当 其 pK 的 变化 小 于 
0.03 PH 时 ， 离 子 强度 的 影响 可 以 忽略 不 计 。 但 当 Immobiline 的 
浓度 在 30m mol/L 时 ， 便 会 影响 pH 梯度 和 改变 谱 带 的 位 置 [44] 
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B2. WÉ Immobiline 在 混合 物 中 的 缓冲 能 力也 是 可 以 计算 的 。 
为 了 使 pH 梯度 稳 诈 ， 缓 冲 能 力 应 尽 可 能 的 高 而 有 卫 均 匀 ， 这 样 凝 
胶 中 的 不 纯 物 〈 如 丙烯 酸 ) 或 小 的 干扰 不 会 影响 pH AREN, 
根据 现在 的 配方 分析 固 相 pH 梯度 凝 胶 的 缓冲 能 力 一 般 为 
3meduivZ LpH， 这 足以 产生 稳定 和 具有 很 好 分 辩 能 力 的 梯度 。 
高 的 绥 冲 能 力 能 给 出 军 带 ,但 这 样 的 凝 胶 在 染色 和 脱色 过 程 中 会 
严重 肿胀 《如 两 种 Immobiline 的 总 浓度 超过 30m mol/L) 58), 

在 [mmobiline 凝 胶 中 最 初 的 导电 性 取决 于 介质 中 和 由 的 、 
非 共 价 键 离子， 它们 大 部 分 虽然 在 洗 胶 时 已 被 洗 去 ， 但 是 一 些 用 
于 聚合 作用 的 离子 俊 化 剂 和 : 些 未 结合 进去 的 Immobiline 不 能 
完全 被 洗 去 。 当 末 结 合 的 离子 迁移 时 ， 导 电 性 急剧 下 降 。 如 果 凝 
胶 最 初 会 有 大 量 离 子 ， 这 种 离子 的 迁移 可 以 用 肉眼 观察 到 - :条 折 
射线 。 有 时 还 伴随 水 的 迁移 ， 结 果 在 电极 旁 就 像 筑 起 一 道 屋 
3$091, "if FHAS Immobiline 浓度 较 低 时 (如 10mmol/L), XER 
的 导电 性 比 载体 两 性 电解 质 紫 胶 低 100 fi, tmc m Sr EH 
HHE H'A OH 的 贡献 。 在 5>pH>9 时 ,导电 性 急剧 增加 ,。 TE 
pHS ~9 时 由 十 导电 性 很 低 ， 在 凝 胶 上 不 会 有 “热点 ”( 凝 胶 在 小 
范围 过 热 )， 避 免 了 蛋白 的 热 变性 。 这 种 梯度 的 稳定 性 使 蛋白 即 
使 在 靠近 pl 时 迁移 率 十 分 低 ， 要 有 足够 的 时 间 色 达 平 衡 位 置 
《PI 位 置 )。 而 且 即 使 在 极 窑 的 pH 梯度 中 也 是 这 样 。 


7.3.6 电 内 $ 


在 因 柑 pH 梯度 等 电 聚 焦 时 电 内 渗 通 常 不 是 问题 、 因 为 没有 
被 洗 掉 的 催化 剂 和 未 被 共 价 结合 的 Immobiline 在 电泳 时 电解 后 
的 净 电 和 荷 为 零 。Immobiline 的 缓冲 基 团 是 共 价 结合 到 聚 丙烯 酰胺 
介质 中 的 ， 所 以 不 会 产生 pH 梯度 的 漂移 。 但 是 在 窄 pH 梯度 范 
围 〈 委 1pH 单位 )， 谱 带 会 变 宽 。 为 了 使 谱 带 变 窗 ， 可 用 20% 甘 
MAREI AEK ERES, EE ER E pH 梯度 等 电 聚 焦 时 ， 
在 靠近 电极 的 极端 的 pH 区 域 会 形成 -个 槽 ， 结 果 凝 胶 会 变 干 ， 
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其 至 被 烧 胺 ， 但 这 样 的 现象 不 会 发 生 在 pH4~10 之 间 。 通 常 只 
在 极端 pH. 

二 氧化 碳 引 起 电 内 渗 的 现 订 首先 由 Delincée 和 Radola ji 
述 。 在 pH> 6.3 Hj, 溶解 在 准 胶 中 的 -氧化 夏 随 pH 而 增加 
(pH6.3 是 碳酸 的 第 个 介 离 pK 值 ) 并 形成 HCO; 。 

CO» + LO—> H*+ HCO; 
(E XLPEBA PE ra, A T R E iE pH>6.3 的 襟 度 向 阳极 漂移 。 
BEH pH BS TE E RE H SUED I PE RENE SI 53 Jb A Bl, 
BEEE TEE pHOBÉ BER RESE, diee UBERE OR T YER AT fr 
B, HOO; 和 Immobiline #9 2X nj: BE 7j $53 [E (Buco; Bs anebiline | c 
HCO; 离子 从 阴极 端 迁 向 阳极 产生 OH ^ fI CO», 
HCO; -—- OH + CO; 

f PEER DERE — ACER N E EH ER MRE CS XX PET SERRE AX 
中 循环 发 生 。 如 果 在 系统 中 清除 二 氧化 碳 ， 谱 吏 会 明显 变 细 变 
窜 。 为 此 系统 最 好 在 电泳 时 用 惰性 气体 冲洗 { 比 空气 重 的 气体 ， 
如 和 氢气， 不 能 用 氮气 )， 或 用 以 下 几 个 方法 : 中 将 凝 胶 放 在 石 腊 
油 (paraffin oi) 中 等 电 率 焦 ， 这 样 即 使 pf >7 的 带 也 可 以 被 很 
FARE), OMRE 1 mol/L NaOH 和 Ca (OH) 的 两 条 滤纸 
分 别 放 在 凝 胶 的 外 侧 ; 图 用 区 水 性 塑料 膜 覆 盖 在 凝 胶 上 进行 电 
泳 。 


7.3.7 ”和 蛋白质 的 可 溶性 和 添加 剂 


在 固 相 pH 梯度 等 电 紧 焦 时 ， 样 品 的 浓度 ， 处 理 方法 和 加 样 
位 置 等 与 载体 两 性 电解 质 等 电 聚 焦 基本 相同 ， 要 求 比 后 者 还 低 。 
但 ~ 些 蛋 白质 可 溶性 很 低 , 或 在 接近 它们 的 等 电 点 时 可 溶性 很 
低 ， 此 时 必须 使 用 增加 可 洲 性 的 添加 剂 ， 如 载体 两 性 电解 质 、 尿 
素 、 去 污 剂 等 才能 提高 分 离 效 果 。 

在 进行 膜 蛋 白 的 等 电 聚 焦 时 ， 将 载体 两 性 电解 质 如 在 样品 和 
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凝 胶 中 会 增加 膜 蛋 白 的 可 溶性 。 这 可 能 是 由 于 它 与 蛋白 直接 形成 
复合 物 或 是 由 于 它 与 去 污 剂 (用 于 溶解 膜 蛋 白 的 形成 混合 微 团 


+ 十 
NP-40 Ampholine 两 福 离 子 去 污 剂 


图 7.17 在 等 电 聚 焦 时 ， 载 体 两 性 电解 质 与 中 性 去 污 齐 
形成 混合 微 团 的 模型 [52 


的 原因 ， 见 图 7. 17552 。 在 不 加 载体 两 性 电解 质 时 ， 一 些 不 溶解 
的 膜 蛋 白 分 子 不 能 进入 凝 胶 ， 停 留 在 加 样 区 周围 《特别 在 阴极 加 
FF). 4 种 碱 性 Immobiline fik ft 比 酸性 Immobiline 强 ， 结 合 
到 凝 胶 中 时 ， 在 亲 水 的 聚 两 韦 酥 胺 凝 胶 表 面 形 成 疏水 小 区 域 。 政 
水 反应 的 强度 是 直接 与 疏水 区 域 的 大 小 和 它 的 表面 压力 的 乘积 成 
正比 的 。 载 体 两 性 电解 质 分 子 的 如 入 使 分 闻 接 触 减少 。 导 致 朴 水 
小 区 减 小 并 减弱 了 朴 水 反应 。 所 以 Righetti ^ 38 JEUX f£ (idt 
电解 质 作为 增 溶性 离子 的 想法 扩展 到 把 它 假设 作为 屏蔽 分 子 
(Shielding molecules)。 一 侧 《 特 别 是 碱 性 侧 ) 覆盖 在 结合 Immo- 
biline 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 介 质 E, 男 一 侧 履 盖 在 蛋白 本 身 。 这 就 
大 大 地 淳 灭 了 朴 水 蛋白 积聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 介 质 之 间 的 相互 反应 ， 
从 而 有 效 地 将 蛋白 从 多 聚 物 周围 的 洞 中 “ 搜 ” 出 来 聚焦 成 一 条 
带 。 载 体 两 性 电解 质 的 这 种 屏 项 作用 必须 发 生 在 固 相 pH 梯度 效 
胶 和 样品 中 都 加 的 情况 下 。 如 果 只 在 电泳 的 电极 条 中 加 载体 两 性 
电解 质 ， 屏 项 作用 只 能 维持 很 德 时间， 是 没有 作用 的 。 另 外 ， 这 
种 屏蔽 机 制 只 在 非 聚焦 状态 时 最 有 效 ， 在 预 蒜 焦 的 载体 两 性 电解 
质 凝 胶 中 没有 屏 项 作用 ， 仍 然 会 产生 沉淀 和 恒 白 带 迁 移 不 佳 的 现 
5, 

最 近 Vuillard $9? HB T — ERROR], BUDE EL RE RE 
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的 试剂 ， 这 是 一 种 sulfobetaine 型 的 非 去 污 剂 。 它 能 使 微粒 体 中 
的 膜 蛋 白 初 冷冻 干燥 血小板 中 的 蛋 所 的 溶解 度 增加 100%. 

因为 固 相 pH 梯度 凝 胶 能 被 十 燥 和 重新 水 化 ， 所 以 添加 剂 包 
括 载 体 丙 性 电解 质 ， 尿 素 ， 去 污 剂 等 可 以 在 重 泡 胀 时 泡 人 [3]。 
守 找 合适 的 添加 剂 浓度 是 非常 重要 的 ,但 报道 很 不 -- 致 。 有 报道 
4% 一 6 吧 载 体 两 性 电解 质 ，2%NP- 40 A Smol/L RE [8] SE Ji E 
凝 胶 和 样品 中 ， 吕 以 增加 膜 蛋 白 的 可 溶性 而 得 到 很 好 的 分 离 [3]。 
但 也 有 报道 在 载体 两 性 电解 质 浓度 大 于 1%， 电压 大 于 100V /em 
时 ， 北 胶 会 泛 出 水 ， 困 而 有 短路 ， 打 火花 和 烧 胶 的 危险 655:。 有 
RAER pH 范围 添加 0.1% 一 1% 载 体 两 性 电解 质 可 以 增加 泌 胶 
的 导电 性 ， 并 将 聚焦 时 间 从 14 一 16 小 时 缩短 为 3 一 5 小 时 [5]。 
类 似 的 报道 认为 对 政 水 蛋白 和 在 佐 性 pH 范围 才 添 加 载体 两 性 电 
解 质 ， 添 加 量 为 0. 5% ~ 1%。 有 时 层 析 用 的 两 性 缓冲 液 Poly- 
buffer 可 以 代替 昂贵 的 载体 两 性 电解 质 [537;、 


7.3.8 盐 对 固 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 的 影响 


样品 中 的 盐 对 固 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 的 影响 不 像 对 载体 两 性 
电解 质 等 电 柴 焦 那 样 严重 。 后 者 在 电泳 时 ， 载 体 两 性 电解 质 分 子 
在 凝 胶 中 自由 迁移 ， 所 以 会 干扰 pH 梯度 的 形成 [8]。 但 前 者 在 
电泳 时 ， 与 pH 梯度 有 关 的 缓冲 基 团 已 被 共 价 结合 到 凝 胶 介质 
中 ， 所 以 盐 离 子 对 pH 梯度 影响 不 大 。 在 回 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 
以 前 ， 一 般 不 需要 对 含 盐 的 样品 进行 透析 。 但 是 应 该 注意 到 ， 在 
样品 中 ， 强 酸 和 强 碱 形成 的 盐 〈 如 NaCl, Na;SO,, Na,HPO,) 
在 做 浓度 时 《<$mmol/L) 会 使 蛋白 发 生 修饰 变化 ， 如 血红 蛋白 
的 铁 的 部 分 被 氧化 。 在 高 浓度 时 (> SOmmol/L) 其 罕 使 蛋白 不 
可 逆 变 性 而 产生 沉淀 。 而 且 这 些 盐 离子 和 缓冲 液 离子 会 迁移 到 电 
极 条 中 ， 使 导电 性 下 降 ， 其 结果 是 产生 不 均一 的 电流 分 布 以 及 使 
凝 胶 的 一 些小 区 过 热 。 

在 样品 和 凝 胶 中 加 载体 两 性 电解 质 也 有 利于 克服 样品 中 盐 的 
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影响 。 载 体 两 性 电解 质 和 盐 的 靡 尔 浓度 比 约 为 1:1。 有 两 种 不 同 
情况 需 在 固 相 pH 梯度 上 凝 胶 中 加 载体 两 性 电解 质 : 中 与 介质 的 疏 
水 相互 作用 ; OR mA pH 控制 。 对 此 两 种 情况 应 该 有 不 同 的 策 
略 。 第 一 种 情况， 样品 和 凝 胶 中 都 应 当 加 。 第 二 种 情况 ， 只 要 在 
样品 中 加 ， 作 为 样品 进 人 凝 胶 的 转移 状态 时 的 pH 保护 -5 。 

为 了 减少 盐 的 影响 ， 固 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 在 开始 时 应 采用 
低 电 还 《如 500V, 4 小 时 ), EE EI FR XE A RE BIDS P^ AE UL 
演 ; 高 盐 浓 度 的 泳 道 不 会 过 热 ; 使 盐 有 时 间 进 入 凝 胶 并 在 蛋白 迁 
3$ Bi BE TEE pe 06], 


7.3.9 电 参数 


如 6.4.9 节 中 图 6.22 所 示 ， 载 体 两 性 电解 质 等 电 聚 焦 在 达到 
稳 态 后 ,电流 降 到 最 小 ( 几 个 毫 安 )， 电压 达到 一 个 高 的 平台 
(1 000 一 2 000V) .但 在 固 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 中 ， 电 参数 的 变化 
是 不 同 的 ， 如 图 7. 18 。 在 电泳 的 最 初 几 分 钟 内 ， 电 流 降 到 包 个 
微 安 (加 样 时 ， 电 流 有 一 个 短 时 间 的 增加 )， 电 压 增加 到 功率 设 
置 许可 的 最 高 值 (3000—5 000V)。 功 率 很 低 (1W Ze), EE 
上 不 会 过 热 。 因 此 可 在 凝 胶 上 施加 -个 很 高 的 、 每 厘米 几 千 伏 的 
电压 梯度 。 在 这 样 的 电压 梯度 下 ， 甚 至 最 懒 的 、 最 能 睡觉 的 蛋 特 
也 能 被 叫 醒 而 迁移 到 等 电 点 位 置 上 。 

EH pH 梯度 等 电 聚 焦 的 温度 一 般 设 置 在 10& 。 但 如 在 凝 胶 
和 样品 中 添加 永 素 时 ， 应 将 混 度 设置 在 1$ 上 和 ， 以 免 尿 素 结晶 析 
ts 

固 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 的 电泳 时 间 取决 于 三 个 基本 参数 ，pH 
梯度 的 范围 ， 电 场 强 度 和 蛋白质 分 子 的 迁移 速度 。 对 罕 和 超 罕 
pH 梯度 (SIPH 单位 )， 谨 焦 通 常 应 该 过 赣 ， 因 为 蛋白 质 已 接近 
它们 的 等 电 点 ， 迁 移 很 慢 ， 需 要 一 个 长 时 间 才 能 到 达 它 们 的 pI 
位 置 ， 估 是 在 宽 范围 pH 梯度 等 岂 案 焦 时 ， 蛋 白质 分 子 迁 移 快 ， 
电位 差 也 起 着 重要 作用 ， 二 人 馆 的 电压 。 -- 半 的 请 焦 时 间 。 为 了 得 
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图 7.18 BA pH PEE Sr RE ra BC S FE 09 3 4E 
一 一 电压 ---- 电流 …… DE RIE N 


到- -个 合适 的 电泳 时 间 ， 应 如 6.4.9 节 所 述 做 一 个 预备 实验 ， 观 
察 不 同时 间 的 实验 结果 ， 从 而 确定 最 佳 时 间 。 


7.3.10 ”等 电 点 的 实验 测定 


Bjellqvist 4& 59-901 ig yr FH i8 4H pH 梯度 等 电 聚 焦 测 得 20 HE 
口 的 实验 pl 值 与 从 蛋白 质 氨基 酸 序列 预测 的 pl 值 只 相差 工 0.01 
—0.02 pH 单位 。 另 外 ， 从 36 种 多 肽 测 得 的 结果 ， 如 有 例外 刘 
是 由 于 早先 报道 的 氨基 酸 订 列 有 襄 ， 或 者 是 由 于 合成 修饰 后 的 变 
化 ， 重 新 计算 后 也 有 很 好 的 相关 性 。 只 是 对 碱 性 熏 白 的 测定 比较 
困难 .可 能 古 由 于 碱 性 Immobiline pK 值 的 不 确定 性 有 关 10.22， 。 
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7.3.11 与 质谱 连用 


固 相 pH 梯度 等 下 聚焦 后 ， 用 电子 喷雾 -质谱 Celectrospray- 
mass Spectrometry; ES- MS) 进步 分 析 蛋 白 特 性 是 基于 这 其 
古 技 术 的 不 同和 重要 特性 。 前 者 是 利用 蛋白 的 表面 净 电 荷 ， 后 者 
则 是 基于 分 子 量 。 从 技术 观点 看 ， 这 两 种 方法 是 互补 的 。FES - 
MS 需要 励 离 了 ， 但 极 微量 《5pg) 的 样品 ， 正 好 可 由 固 相 pH 梯 
度 等 电 聚 焦 分 离 纯 化 后 提供 。 -- 些 样 晤 ， 如 肌 球 蛋白 ,白介素 - 
6 突变 体 ， 肿 瘤 坏死 因子 ,细胞 色素 Cssl ， 生 长 因子 工 等 都 用 这 
两 个 技术 的 结合 得 到 了 很 好 的 结果 :9]。 固 相 pH 梯度 等 电 来 焦 
后 ， 几 质谱 分 析 蛋 白质 N -末端 和 序列 的 详细 研究 方法 参阅 Pa- 
terson 和 Aebersoldl 9) 的 综述 。 


7.3.12. 电泳 过 程 中 出 现 的 问题 和 解决 办 法 


在 第 四 、 五 、 六 章 中 所 述 的 问题 和 解决 办 法 大 部 分 均 适 用 于 
EH pH 梯度 等 电 聚 焦 。 只 是 该 技术 难度 更 大 一 点 ， 如 上 凝 胶 聚 合 
时 pH 梯度 的 形成 ; 长 时 间 电 泳 对 电 参 数 的 控制 ; 不 易 脱 色 等 。 
但 只 要 掌握 它 的 原理 ， 就 能 得 到 满意 的 结果 。 为 避免 重复 ， 这 里 
只 例 举 该 技术 特有 的 问题 。 

(1) 部 分 凝 胶 聚合 ， 部 分 不 上 聚合 

由 于 Immobiline 凝 胶 灌注 上 时， 在 重 液 中 加 有 甘油 ， 烙 度 较 
大 ， 所 以 在 如 过 硫酸 铵 后 ，--- 定 要 搅拌 混合 ， 否 则 娟 合 不 完全 。 

(2) 凝 胶 的 上 部 〈 碱 性 侧 ) 发 粘 ， 在 洗 胶 时 泡 胀 ， 并 易 脱 离 
支持 膜 l 

这 是 由 于 大 气 中 的 氧 抄 制 了 上 部 凝 胶 的 聚合 。 如 灌注 碱 性 胶 
时 ， 在 灌 胶 后 立即 用 双 蒸 水 封 胶 。 

(3) BUE BP, AER A dg AUR SUE ARAS 

这 是 由 于 缓冲 基 团 的 弱 交 换 特 性 引起 的 ， 将 凝 胶 歇 王后 便 可 
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问 到 正常 状态 。 

(4) ARR, HRe LRA 

在 最 后 -- 次 洗 胶 时 ， 用 196—296 t DETTA (E OUUK DEZ , 
使 上 疑 胶 有 弹性 。 或 存 吹 胶 时 ， 用 夹子 将 胶 夹 在 玻璃 上 :。 

(5) 凝 胶 重 新 水 化 时 不 能 被 泡 胀 或 只 有 部 分 被 泡 胀 

I) S3 HESTRDT ES. MARRAK, £5; 1 一 2 小 时 。 如 
有 洪 加 剂 存 在 ， 如 尿素 、 去 污 剂 等 ， 泡 胀 应 过 夜 。 

2) 干 耽 时 间 不 要 太 长 ， 更 不 要 在 高 温 下 干 胶 。 

3) 由 存 时 间 不 要 过 长 、 并 应 在 -20f 贮存 在 密封 的 包装 中 ， 

(6) 电泳 时 电流 太 小 

由 于 固 相 pH 梯度 的 低 导 电 和 性， 电流 小 是 于 常 现象 。 


7.4 FARA A Kutk 


从 30 多 年 前 瑞典 科学 家 Svensson-Rilbe v T 25 rp, He fi f] 388 
论 和 他 的 学 生 Vesterberg 合成 了 载体 两 性 电解 质 后 ， 等 电 聚 焦 技 
术 以 其 高 分 辨 率 在 整个 电泳 技术 中 占有 极其 重要 的 地 位 ， 并 已 被 
世界 上 农 、 林 、 玫 、 副 、 渔 、 医 、 药 等 领域 的 成 千 上 万 个 生化 实 
RET ZH, Righetti 教授 在 他 的 “frmobilized pH gradi- 
ents: theory and methadology ”一 书 中 将 这 个 技术 的 发 展 过 程 妇 
纳 为 四 个 阶段 8 1。 


7.4.1 第 一 代 等 电 聚 焦 


Kolin 在 1954 到 1955 发 表 的 一 -系列 文章 中 提出 了 用 芒 糖 密 
EER EV “在 连续 pH 梯度 下 聚焦 离子 "的 想法 ,并 定名 为 “等 电 
TE" (isoelectric spectrum" ) 975, fitit T U -型 电解 槽 ,利用 
BERBAT RTE GRR PD" BODL pH BÉHE (8 2R08L LR EI Lm 
Ma PIRE SM E o 


pe 
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7.4.2 第 二 代 等 电 聚 焦 


Kolin 的 pH 梯 关 是 由 非 两 性 电解 质 离 子 扩散 形成 的 ,不 能 在 
电泳 过程 中 保持 稳定 ,其 pH 梯度 很 容易 被 离子 迁移 所 破坏 。 
1961 和 有 1962 ^E , Svesson 96 98' 提出 了 在 电场 中 建立 稳定 pH f$ HE 
的 最 基本 要 求 的 重要 理论 概念 ,并 将 这 种 物质 定名 为 "载体 两 性 电 
AEST. (iA A REJE RIRE pH 梯度 的 缓冲 体系 必须 具备 两 个 性 
质 : 人 中 有 有 由 性 电解 质 性 质 ,因而 可 在 电场 中 某 位 置 上 稳定 ;四 上 只 
有 “下 体 ”性质 , 即 有 腿 好 的 导电 性 (电流 的 良好 载体 } 和 良好 的 缓 
冲 能 力 (pH 的 良好 载体 )。(Svensson 教授 ,1968 年 改名 为 Rilbe, 
由 于 他 对 等 出 聚焦 理论 的 杰出 贡献 被 誉 为 “等 电 聚 焦 之 父 "”。 现 在 
他 虽 已 总 龄 ,行动 不 便 . 但 仍 森 断 发 表 文 章 . 鱼 -7 。1994 年 作者 有 
辛 在 芬兰 举行 的 北欧 电泳 年 会 上 聆听 了 他 的 精彩 报告 )}。1964 年 
春 ,Vesterberg 最 终 根据 他 老师 的 理论 ,利用 不 侈 和 羧 酸 和 者 膀 的 
双 键 加 成 反应 ,合成 了 pH3 一 10 的 载体 两 性 电解 质 。 由 此 等 电 聚 
焦 技 术 得 以 建立 和 发 展 。 


7.4.8 S —RXxmik fk 


1975 年 Gasparic 和 Bjeliqvist EU E AH pg RI 2 HEEL GS 1 
连接 到 齿 烯 双 键 上 合成 了 Immobiline。 在 那个 时 期 Righett 在 合 
成 方面 也 做 了 不 少 努力 '831。Gurg 等 则 致力 于 超 薄 层 和 薄 层 梯度 
胶 的 灌 制 "2 2。 经 过 这 些 研 究 组 的 协作 努力 ,终生 在 1982 年 3] 
完成 了 第 三 代 等 电 聚 焦 技 术 。1988 年 ,LKB 公司 克服 了 Immobi- 
line 的 水 解 和 自 聚 合 问 题 ,推出 了 Immobiline [[ 7 , £28 — 4e 28 h 
La Tia dpt 
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7.4.4 “第 四 代 等 电 聚 焦 


如 7.3.1 45 SryR, 虽然 固 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 克 服 了 载体 两 
性 电解 质 等 电 聚 焦 的 一些 缺点 ， 但 它 本 身 也 存在 一 些 问 题 。1985 
年 Rimpilainen 和 Righettil5?! 建立 了 第 四 代 等 电 聚 焦 技 术 ， 即 在 
EIH pH 梯度 凝 胶 中 加 入 载体 两 性 电解 质 作 为 添加 剂 的 载体 两 性 


(D WA EE Y 
电 点 位 轩 


图 7.19 ”第 四 代 载 体 两 性 电解质 / 周 相 pH 梯度 
混合 凝 胶 等 电 聚 焦 [ 


电解 质 / 国 相 pH 梯度 混合 技术 ， 见 图 7.19 ,由 了 :载体 两 性 电解 质 
起 了 屏蔽 分 子 的 作用 ， 遮 挡 了 蛋白 质 分 子 表面 的 疏水 基 团 ， 明 显 
地 增加 了 和 借 日 质 分 子 的 溶解 度 。 同 时 由 十 载体 两 性 电解 质 的 导电 
性 高 于 固 相 pH 梯度 凝 胶 ， 使 载体 两 性 电解 质 / 固 相 pH 梯度 凝 胶 
的 电泳 时 间 明 显 缩短 。 目 前 这 个 技术 已 由 Gorg 等 i%~ ”3 成 功 地 
用 作为 双 问 电泳 的 第 -向 ， 并 把 它 称 为 “条 交 等 电 聚 焦 ” (hy- 
brid isoelectric focusing) -1a 

从 30 多 年 等 电 聚 焦 技 术 的 进展 中 ， 特 别 是 因 相 pH 梯度 技 
术 的 进 腿 ,到 处 可 以 看 到 意大利 米兰 大 学 Righetti 教授 的 工作 . 
《作者 有 素 应 他 的 邀请 ， 在 1992 年 参观 了 他 的 实验 室 -) JIE 
彰 他 在 等 电 聚 焦 技术 上 的 重要 贡献 ， 在 美国 下 雅 图 举行 的 1997 
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国际 电 注 人 年 会 上 ， 疾 国 皇 家 电泳 学 会 给 他 授 了 奖 。 
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第 八 章 双向 电泳 
8.1 概述 


双向 电泳 广义 的 定义 是 将 样品 进行 电 瀛 后 ， 为 了 不 同 的 月 的 
在 它 的 直角 方向 再 进行 - -次 电泳 ， 如 表 8.1 : 


表 8.1 双向 电泳 的 种 类 


第 - 向 第 二 向 

等 电 聚 焦 O i (0 7 BUR EBOR SERE DUK 

(载体 两 性 电解 质 pH 梯度 SDS 电泳 

或 免疫 电文 
HR pH AERE) A ES EK 
MEAR 

< E- -a C 00 

SDS 电泳 SERA 

不 连续 电泳 不 连续 电泳 


* ”第 一 向 由 永 时 不 加 样 同 。 


但 是 目前 双向 电 读 大 都 是 指 第 一 向 为 等 电 聚 焦 (载体 两 性 电 
解 质 pH 梯度 或 固 相 pH 梯度 )， 第 二 癌 为 梯度 SDS 电泳 。 样品 
经 过 电荷 和 质量 两 次 分 离 后 ， 可 以 得 到 分 子 的 等 电 点 ， 分 子 量 等 
信息 。 分 离 的 结果 不 是 带 ， 而 是 点 。 根 据 Cartesin 坐标 系统 ， 从 
EPAR p 的 增加 ， 从 下 到 上 是 分 子 基 的 增加 。 这 是 昌 前 所 有 
电泳 技术 中 分 辩 率 最 高 ， 信 息 最 多 的 技术 。 

从 1975 ^£ DTarrellt 提 出 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 双 向 电泳 全 今 ， 
电 访 方 式 从 管状 ， 焉 直至 水 平 电泳 ， 随 着 双向 电 该 第 一 向 前 等 电 
聚焦 技术 的 进展 ， 载 伍 两 性 电解 质 pPH 梯 度 ， 男 相 PH 梯度 及 其 
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二 者 的 “杂交 ”技术 被 引 人 到 双向 电泳 中 ， 无 疑 对 提高 双向 电泳 
的 分 辩 率 和 重复 性 以 及 碱 性 蛋白 的 分 析 是 极为 有 用 的 。 

电泳 技术 虽然 是 重 白 质 分 析 的 有 用 工具 ， 但 传统 的 单 向 电泳 
方法 最 多 只 能 分 析 100 种 蛋白 样品 站， 所 以 它 不 适合 分 析 细 及 
和 亚 细 胞 中 的 蛋白 混合 物 。 如 果 采 用 两 种 不 同 诛 理 的 电泳 程序 ， 
特别 是 基于 丙种 不 间 物 化 参数 的 电泳 程序 的 结合 ， 就 能 使 分 辩 率 
提高 几 个 数量 级 。 

1956 年 Smithis 等 ! 避 首先 使 用 纸 电泳 和 淀粉 凝 胶 电 泳 分 离 血 
清 蛋 白 得 到 很 好 的 分 离 效 果 。 随 着 聚 丙烯 酰胺 凝 蒂 介质 的 出 现 ， 
开始 使 用 不 连续 缓冲 系统 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 进行 双向 电泳 {5' 外 ， 
由 于 浓缩 胶 的 作用 ， 分 辩 率 得 到 了 提高 。 


8.1.1 O'Farrell 系统 一 一 1SO - DALT 系统 


双 癌 电泳 最 重要 的 改进 是 将 基于 电荷 特性 分 离 的 等 电 聚 焦作 
为 第 -- 向 ， 随 后 用 含有 阴离子 去 污 剂 的 SDS 电泳 作为 第 :向 。 
这 样 的 分 离 是 完全 基于 和 蛋白质 的 两 个 独立 的 物化 参数 一 一 电 倚 和 
A FA. AREIS. 1 。 为 了 增加 蛋白 的 可 溶性 ， 需 要 在 第 一 向 电 
泳 中 加 尿 率 "小 和 泡 离 子 去 污 剂 如 TrionU 7, xx fEXUS d IK 
技术 就 可 对 组 织 和 整个 细胞 中 的 蛋白 进行 高 分 辨 分 析 [2~14]。 


i xn. ESI. i 水 FA. hst 
ex eem 
CIRH E DURER Gi n (22 JHASSDS ri (3) miki 

蛟 条 赴 在 SDS 凝 胶 的 浓缩 胶 土 


图 8.1 OUr KU 
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1975 年 O'Farrell! 首先 提出 〈 现 在 已 成 为 经 典 ) 双向 电泳 
系统 。 他 用 含有 9mol/L 尿素 ，2%NP- 40, 496 T, 5*6 C 的 管状 
载体 两 性 电解 质 凝 胶 等 电 聚 焦作 为 第 -- 向 ， 聚 焦 后 的 凝 胶 在 含 
SDS 的 缓冲 液 中 平衡 后 ， 以 壤 脂 糖 包 埋 于 垂直 板 状 SDS SERIES 
AARE, FH Laemrnli 的 不 连续 SDS 梯度 凝 胶 电 泳 作 第 二 向 ， 
并 利用 放射 自 显 影 的 方法 得 到 了 大 肠 杆 菌 捍 白 提 取 液 的 1100 种 
不 同 组 分 的 S000 个 蛋白 点 的 图 谱 [t'。 由 于 这 个 技术 的 极 高 的 分 
H, ER PA “E AR HE” (“Protein explosion” tt Rl). An- 
derson 17) f ix f i 3 4 - SDS 电泳 技术 称 之 为 ISO - DALT 
(ISO 即 等 电 点 ,DALT 即 道 尔 顿 )。Dunn-*31 对 ISO - DALT 技 术 
的 进展 进行 了 全 面 的 综述 。 

ik: Righetti 认为 I 这 个 技术 首先 由 Barrett 等 :19i 在 1973 年 报道 ， 随 
后 由 MacGillvray 等 (20 在 1974 iE ER, EEE 1975 年 由 三 个 各 自 独立 的 
研究 小 组 介绍 了 这 个 技术 ， 他 们 是 Klose 341，OFarreli0 和 Scheele22: ， 后 
者 的 第 一 向 电泳 是 采用 小 孔 梯度 常规 聚 两 燃 酰 族 胶 电泳。 


8.1.2 IPG- DALT 系统 


尽管 ISO- DALT 系统 有 很 高 的 分 辨 宁 ， 但 有 很 多 问题 需要 
解决 ， 而 且 问 是 主 要 在 第 一 向 ， 如 因 阴 极 漂 移 而 丢失 碱 性 蛋白 。 
载体 两 性 电解 质 pH 梯度 不 稳定 ， 受 电场 和 时 间 的 影响 大 ， 重 复 
性 不 好 等 。 

自从 1975 年 Gasparic 等 :2 合成 了 固 相 pH 介质 ，1982 年 ， 
[il fd pH 梯度 等 电 聚 焦 技 术 基 本 完善 [241。 使 用 固 相 pH 梯度 等 电 
聚焦 作 第 一 向 ， 不 但 可 以 检测 碱 性 蛋白 55:， 并 生 可 以 得 到 整个 
pH 范围 的 双向 图 谱 [%~”31。 回 相 pH 梯度 的 pH 范围 可 在 2.5 ~ 
11 ， 所 以 几乎 在 一 张 双 向 电泳 图 上 二 以 得 镜 整 个 细胞 产物 的 分 
离 点 [2]、 由 于 国 相 pH 梯度 技术 的 高 分 辨 特性 ， 使 以 它 作 为 第 
一 向 的 双向 电泳 分 辩 率 更 高 。 因 相 pH 介质 是 一 类 丙烯 酰胺 的 衍 
生物 ， 它 与 聚 丙烯 酰胺 共 价 结合 ，pH 梯度 在 凝 胶 聚 合 时 就 已 形 
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成 ， 不 受 脱 水 ， 重 新 水 化 和 电场 等 因素 的 影响 ，pH 梯度 十 分 稳 
Eo 535b, EH pH 梯度 的 北 胶 上 样 量 大 ， 平衡 时 和 蛋白质 不 易 被 
洗 脱 ， 易 进入 第 二 向 克 胶 。 特 别 是 将 固 相 pH 梯度 凝 胶 和 SDS * 
胶 娶 全 在 支持 膜 上 进行 水 平 电 访 ， 北 胶 长 度 固 定 ， 不 需要 琼脂 糖 
包 圳 ， 不 但 操作 简 使 ， 而 且 更 确保 了 重复 性 。 因 而 IPG- DALT 
具有 分 辨 高， 重复 性 好 ， 人 信息 量 大 的 优点 。 德 国 女 科 学 家 Gorg 
在 这 方面 进行 了 大 量 的 工作 ， 她 的 综述 [6,27 3 对 这 一 技术 作 子 
详细 的 阐述 。 为 此 英国 电泳 学 会 曾 授 予 她 “ 双向 皇后 ”的 称号 。 
最 近 两 位 Anderson 3 对 双向 电泳 20 年 的 历史 ， 现 状 和 将 来 作 了 
精辟 的 概述 。 


8.2. x 法 


8.2.1  ISO- DAILT 方 法 


3 
| 


第 一 向 
8.2.1.1 等 电 聚 焦 凝 胶 的 准备 


XC I5] EE GHI t FERE PS Hi BC kE ETIE, [BO S Smol/L 
RÆ, 0.596 —296 EX F'aR PI TERI Y 2:15 8172), De Y HR D EE 
的 可 溶性 ， 可 加 0. 5 % CHAPS]. 在 第 一 向 电泳 中 ， 最 重要 
的 是 用 载体 两 性 电解 质 建立 pH 梯度 。 如 第 六 章 所 述 混合 不 同 
pH 范围 的 载体 两 件 电 解 质 或 使 用 预 混合 的 载体 两 性 电解 质 可 以 
增加 一 向 电泳 的 分 辩 率 [32]。 

O'Farrell 的 ISO- DALT 系统 的 第 一 向 是 用 管状 凝 胶 ， 虽 然 
也 能 得 到 高 分 辨 ， 且 上 样 量 大 ， 对 盐 的 耐 受 量 也 大 ， 但 会 由 于 电 
内 渗 效 应 丢失 碱 性 和 蛋白。 平板 等 电 聚 焦 时 电极 只 与 凝 腕 的 边缘 接 
触电 解体 积 小 ， 阴 极 漂移 小 。 相 对 来 说 不 易 丢 失 蛋 白 。 将 薄 层 
浠 胶 聚 合 在 支持 膜 上 更 能 得 到 好 的 结果 [2'3.35] 。 

含有 永 素 ， 离 于 去 污 麟 和 载体 两 性 电解 质 的 北 胶 聚合 方法 请 
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参阅 第 六 音 有 关 章 节 
8.2.1.2 样品 的 准备 和 加 样 


可 溶 蛋 白 的 样品 ， 如 体液 ， 细 胞 各 组织 的 芋 取 物 能 直接 用 于 
双 癌 电 注 ， 但 应 稀释 到 合适 的 浓度 。 出 体 样品 ， 如 组 级， 细胞 或 
在 组 织 培养 液 中 的 细胞 ， 加 样 前 应 先 粉碎 和 溶解 。 通 常 使 用 的 溶 
解 液 是 O Farrell 提出 的 9mol/L. IRE $0 296 (wa) 非 离 子 去 污 
剂 {Np- 40 或 Triton 100) !3, 但 对 有 些 蛋 白 如 组 蛋白 '%]， 核 糖 
体 和 蛋白!11 和 膜 终 白 !7! 的 溶解 仍然 是 困难 的 ， 必 须 作 合适 的 处 理 。 

使 用 管状 凝 胶 和 重 直 平板 凝 胶 时 ， 和 样 病 被 加 在 项 上 ， 上 靠近 电 
极 容易 引起 从 和 的 变化 ， 水 平 电泳 可 加 在 凝 胶 的 合 拓 位置。 有 关 
样品 的 溶解 ， 加 样 方法 ， 加 样 量 等 请 参 岗 第 六 章 的 相关 章节 。 


8.2.1.3 SERË 


等 电 聚 焦 的 方法 同 第 六 章 中 所 述 。 由 于 双向 电泳 用 的 第 一 向 
糙 胶 和 样 申 中 含有 尿素 和 去 污 剂 ， 聚 焦 时 的 温度 应 稍 高 于 通常 用 
的 温度 ， 如 15~ 20C ， 以 防止 尿素 结晶 。 如 在 凝 胶 上 覆盖 一 层 
膜 ， 也 可 以 防 正 尿素 结晶 ， 并 克服 大 气 中 二 氧化 成 的 影响 。 同 时 
由 于 尿素 使 蛋白 变性 ， 增 加 蛋白 分 子 的 直径 。 鉴 于 以 上 -- 些 原 
因 ， 应 适当 降低 电 正 和 增加 聚焦 时 间 :38,39，， 


8.2.1.4. pH ERE RS BIISE 


AK Fi de BR, BUE TEMO EE, H FRR AMARE pH 的 影响 ， 
应 使 用 校正 因子 "4 ， 请 参阅 第 六 章 的 有 关 章节 。 

另 一 种 方法 是 用 蛋白 标准 作为 内 标准 [3'。 常 用 的 等 电 点 
熏 日 标准 不 能 用 于 双向 分 析 ， 因 为 电泳 条 件 不 同 、 双 向 电泳 的 标 
准 是 选择 一 些 合 适 的 蛋白 ， 在 有 尿素 时 加 热 不 同时 间 得 到 
的 4 4， 最 终 在 双向 图 上 旦 现 以 一 定 pH 单位 间 踊 排列 的 队 ， 
点 的 数目 取决 于 电 下 质 氨基 酸 的 组 成 。 
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8.2.1.5 平衡 


第 .二 向 SDS 电 洒 前 ,将 等 电 聚 焦 凝 胶 剪 成 胶 条 ， 用 含有 
SDS， 在 达 原 条 件 下 的 pH 6.8 Tris 缓冲 液 平 衡 。 日 的 是 使 蛋白 
TTH SDS 充分 相互 作用 ， 以 确保 SDS 方向 的 合适 迁移 。 平 稀 
时 间 是 很 重要 的 因素 。 柱 状 胶 约 需 30~-40 4p 9p, WAR (0.5 
~lmm ) £45 S$ 一 10 4 8602, ir LU 1 一 2 分 钟 -51, 
第 二 向 


8.2.1.6 SDS RHEA 
请 参阅 第 五 章 不 连续 小 孔 梯 度 SOS 凝 胶 灌注 方法 ， 
8.2.1.7 二 向 问 的 转移 


FH e RRR S SDS 凝 胶 的 良好 接触 是 双向 电泳 
结果 的 保证 。 管 状 凝 胶 的 转移 需要 用 琼脂 糖 密封 ， 但 琼脂 糖 中 的 
不 纯 物 在 银 染 时 会 最 现 斑点 -!。 如 用 快速 丙烯 酰胺 聚合 的 方 
法 [47,481， 聚 合 过 程 中 产生 的 热 会 使 蛋白 变性 。 

垂 点 平板 凝 胶 间 的 转移 可 以 直接 放置 ， 但 要 防止 胶 条 被 扩 
长 ， 香 则 蛋白 带 会 焉 斜 而 使 双向 谱 贿 变 []。 薄 层 水 平 电 泳 间 的 
转移 比较 容易 ， 因 为 肇 胶 聚 合 在 支持 膜 上 ， 只 要 将 等 电 桶 焦 凝 胶 
的 胶 面向 下 ， 贴 于 SDS 凝 胶 上 上， 避免 气泡 陷 人 即 可 33。 为 了 以 
后 分 子 量 的 测定 ， 在 SDS 凝 胶 的 一 端 应 加 分 子 量 蛋 白 标准 。 


8.2.1.8 SDS 电泳 
请 参阅 第 五 章 SDS 电泳 的 方法 
8.2.1.9 检测 


考 玛 斯 亮 蓝 染 色 ， 银 染色 ， 荧 光标 记 ， 放 射 自 显 影 等 检测 方 
法 请 参阅 第 站 一 第 六 章 。 由 于 双 何 电泳 的 高 分 辨 率 ， 分 离 的 斑点 
无 法 用 肉眼 来 比较 和 辨别 ， 应 该 用 凝 胶 打 描 或 报 录 系统 将 数据 进 
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8.2.2 JIPG-DALT 方 法 


第 -向 
8.2.2.1 固 相 pH 梯度 凝 胶 或 凝 胶 条 的 准备 


HH pH 梯度 龊 胶 的 灌注 及 聚合 方法 请 参阅 第 七 章 有 关 章 
D, WEER 3-—5mm 胶 条 在 -20f fife —spU590). egg 
免费 琐 的 灌 胶 和 人 切 胶 条 程序 和 保 直 重复 性 . 也 可 从 市 场 上 购置 胶 


条 使 用 。 

8.2.2.2 MAMAH 

(1) SEHR 
尿素 2.7g 
Triton x - 100 0.1ml 
8B - 琉 基 乙醇 (或 二 硫 苏 糖 醇 100mg) D. Im! 
载体 两 人 性 电解 质 pH3 — 10 0. 1 mí 
PMSF( Phenylmethansulfonyl flnoride) 7mg 
HILIKI PRG 10 2€ Sml 

(2) 样品 液 
尿素 5,4g 
B- 缠 基 乙 醇 ( 或 二 硫 苏 糖 醇 100mg) 0.2ml 
载体 两 性 电解 质 pH3~10 0.2ml 
Triton 0. 05ml 
WP VESPREO HE, MRAKA f E LE 10ml。 Æ -200 np 
存 2 个 月 。 

(3) 泡 胀 液 《〈 重 新 水 化 液 ) 
ER 9.6g 
Triton 0. 1ml 
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载体 两 性 电解 质 pH3 — 10 0.1ml 
二 硫 苏 糖 醇 40mg 
用 双 蒸 水 溶解 后 加 至 20ml， 当 天 新 鲜 配 制 。 为 了 观察 胶 条 
HK, WAF Orange G OS 2G). RAKS 
(4) FHR 
Tirs - HCI 缓冲 液 pH 6.8 20ml 
(将 6. 1g Tris 溶解 在 30ml IKF, FH 
lmol/A HCl W£ pH6. 8, Hi FD S KHN 


至 100ml) 

尿素 7.2g 
甘油 6mi 
SDS 200mg 


HIRKA fU: MZE 100ml。 

每 10ml FEW f 25— 100mg ^ BLASERE (ORG rE) 作 
为 第 一 步 平衡 液 。 每 Om 平衡 液 旭 0.4Sg 碘 乙 酰胺 和 少许 
澳 酚 蓝 作为 第 二 步 平衡 液 。 


8.2.2.3 北 胶 的 重新 水 化 


作为 双 回 电 恋 第 一 向 的 固 相 pH BB HE SERRE PURA ER XS 
RD, ， 载 体 两 性 电解 质 等 ， 不 能 长 期 保存 ， 故 按 第 七 章 方法 制 成 
的 ， 或 市 售 的 固 相 pH 梯度 干 胶 ， 干 胶 条 必须 用 含有 这 些 成 分 的 
水 化 溶液 重新 泡 胀 。 

将 在 -207 保存 的 干 蛟 或 干 胶 条 在 室温 平衡 一 段 时 间 后 ， 去 
掉 保 护 膜 。 用 新 鲜 配 制 的 泡 胀 液 重新 水 化 凝 胶 。 为 保证 凝 胶 的 刘 
度 和 浓度 ， 应 将 胶 条 放 在 模具 中 泡 胀 过 仇 ，; 

售 有 碌 素 的 溶液 不 能 加 热 到 30T 以 上 ， 因 为 尿素 结构 破坏 
产生 的 异 硫 握 酸 盐 会 使 蛋白 分 子 的 氨基 甲 酰 化 。 


8.2.2.4 样品 准备 和 加 样 
可 深重 所 的 样 凸 ， 如 体液 ， 细 胞 和 组 织 的 某 取 液 能 直接 用 于 
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双向 电 读 。 如 有 需要 ， 先 用 裂解 液 裂解 ， 接 着 至 少 用 4 悦 的 样 此 
液 溶 解 烈 解 后 的 样品 。 如 果 样 品 中 含有 高 盐 或 SDS， 则 应 用 更 高 
比例 的 样 咒 液 溶解 。 


8.2.2.5 SEHE 


参照 第 七 章 的 方法 进行 等 电 聚 焦 ， 开 始 时 采用 低 电 讨 ， 电 访 
-- 般 需要 过 夜 。 如 采用 专门 的 双向 电泳 装置 或 附件 进行 电 访 ， 根 
据说 明 SERIE. 


8.2.2.6 pH 梯度 的 测定 


Hi FEA pH 介质 的 导电 性 低 ， 不 能 用 表面 电极 测定 。 但 如 
8$.2.1.4 节 所 述 ， 可 以 用 双向 电泳 用 的 蛋白 标准 在 第 二 向 电泳 后 
测定 。 


8.2.2.7 平衡 


第 - -向 电泳 后 的 胶 条 可 以 密封 在 塑料 口 侈 中 ， 由 存在 C SOC 
达 几 个 月 !]。 如 需 继 续 第 二 向 电泳 ， 先 在 第 -- 步 平衡 液 中 平衡 
10 分 钟 ， 再 在 第 二 步 平 衡 液 中 平衡 10 分 钟 。 用 潮湿 的 滤纸 吸 上 去 
多 余 的 平衡 液 (将 凝 胶 条 竖 在 滤纸 上 上， 以 免 损失 蛋白 或 损坏 凝 胶 
表面 )。 
第 二 向 


8.2.2.8 SDS HRES 
参照 第 五 章 配制 合适 的 浓度 梯度 范围 的 小 孔 梯 度 SDS ERE 
8.2.2.9 ”二 向 间 的 转移 


因为 凝 腕 诊 合 在 支持 膜 上 ， 只 要 将 等 电 率 焦 凝 胶 的 胶 商 朝 
F, IF SDS 凝 胶 上 ， 避 免 气泡 陷入 :3!、 为 了 以 后 分 子 量 的 测 
iE. XE SDS 凝 胶 的 -… 端 加 分 子 量 标准 。 
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8.2.2.10 SDS 电泳 


请 参阅 第 五 章 SDS EKTA. ATERSE, "QR 
监 前 沿 移出 胶 条 2mm 时 ， 移 去 等 电 聚 焦 胶 条 ， 并 将 阴极 电极 条 
移 至 电泳 胶 条 处 。 继 续 电 泳 3 。 


8.2.2.11 检测 


同 胸 向 章 节 所 述 的 各 种 方法 检测 后 ， 几 凝 腕 扫描 仪 或 摄 录 沪 
置 处 理 数 据 。 


8.3 实验 考虑 
8.3.1 双向 电泳 的 次 序 


在 大 部 分 双向 电泳 中 均 采 用 等 电 聚 焦作 为 第 一 向 ，SDS 电泳 
作为 第 一 向 ， 但 是 也 有 采用 相反 的 次 序 :34-53]。 利 用 SDS 电泳 作 
为 第 一 向 的 优点 是 克服 了 蛋白质 的 溶解 问题 ， 但 缺点 是 @SDS 电 
泳 后 次 胶 中 的 盐 离 子 并 不 均匀 分 布 而 使 等 电 聚 焦 时 的 电场 强度 发 
ERR, OHF SDS 的 存在 ， 对 碱 性 蛋 自 的 等 电 聚 焦 可 能 是 
个 严重 的 问题 15] ;二 虽然 梯度 SDS 电泳 有 很 高 的 分 辨 宰 ， 但 等 
电 聚 焦 是 使 用 非 限 制 性 北 胶 ， 孔 径 较 大 ， 结 果 使 蛋白 分 子 在 等 电 
诊 焦 时 扩散 ， 造 成 斑点 增 大 而 影响 分 辩 率 ， 这 是 最 大 的 缺点 [1， 


8.3.2  dEX f& pH 梯度 电泳 (NEPHGE) 


O'Farrell P， 于 和 的 双向 电泳 主要 解决 了 pH4 一 7 的 蛋白 的 
分 离 。 为 了 克服 平衡 pH 梯度 电泳 时 的 严重 阴极 源 移 和 碱 性 蛋白 
WEK, O'Farrell P. Z 等 156] 采 用 非 平 街 pH 梯度 电泳 “(nonequi- 
librium pH gradient electrophoresis, NEPHGE) 作为 双 回 电泳 的 
第 一 向 。 在 NEPHGE 中 ， 和 蛋白 被 加 在 pH7 —10 或 pH 3.5 —10 
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的 凝 胶 的 酸性 部 分 ， 电泳 时 间 相 对 比较 短 (决定 十 蛋白 的 特性 )。 
NEPHGE 的 重复 性 与 载体 两 性 电解 质 ， 柴 焦 时 间 ， 凝 胶 长 度 和 
样品 的 组 成 有 关 ， 故 在 进行 比较 实验 时 应 采用 相同 的 实验 条 件 。 
虽然 在 电泳 过 程 中 ， 上 酸性 蛋 右 迁移 速率 的 减 慢 比 碱 性 蛋白 快 ， 分 
辩 率 不 如 后 者 ， 但 能 辨别 细小 的 差别 !%!。 为 了 得 到 可 靠 的 结果 ， 
最 好 同时 进行 平衡 和 非 平 衡 电 泳 的 比较 。 对 有 些 样 品 来 说 ， 
NEPHGE 的 分 离 效 果 并 不 理想 '37 。 即 使 性 碱 性 蛋 据 ， 有 时 用 半 
衡 电 泳 方法 也 能 得 到 比 非 平衡 方法 更 好 的 分 辩 率 和 重复 性 :3i。 
非 平 衡 电 泳 系统 的 缺点 是 电荷 分 离 并 不 是 唯一 因素 。 两 种 分 离 参 
数 是 相互 影响 的 1, 重要 的 是 通过 平衡 和 非 平衡 方法 能 分 辨 不 
网 形式 的 电荷 突变 ”1。 


8.3.3 管状、 垂直 与 水 平方 式 的 比较 


传统 的 ISO- DALT 系统 是 用 管状 凝 胶 进 行 第 - oq SEO E 
焦 ， 再 用 垂直 平板 方式 进行 第 二 向 电泳 [1'16,;56;， 以 后 ， 第 二 向 
也 有 使 用 水 平方 式 的 [5]。 现 在 的 IPG- DALT 系统 是 用 凝 胶 或 
癣 胶 条 在 水 平方 向 等 电 千 焦 ， 然 后 再 在 牌 直 或 水 平方 和 癌 进行 SDS 
p pk 5252720601 Görgl 1985 年 的 综述 中 认为 重 直 与 水 平 
方式 的 双向 电泳 在 分 辨 率 ， 点 的 大 小 和 分 布 方面 均 没 有 明显 区 
别 ， 只 是 在 操作 上 后 者 明显 地 简便 。 但 她 在 1995 年 的 综述 [20 中 
则 用 图 (A82 和 8.3 ) 表示 水 平 电泳 在 分 辩 率 、 点 的 大 小 和 
分 布 方 面 都 明显 的 优 于 垂直 电泳 。 

随 着 电泳 技术 的 改进 ， 水 平 电泳 用 的 凝 胶 聚 合 在 支持 膜 1-， 
使 得 两 块 凝 胶 间 有 最 佳 的 胶 面 接触 ， 不 需要 修改 凝 胶 的 大 小 和 边 
缘 ， 更 不 需要 用 琼脂 糖 埋 胶 ， 操 作 极 为 简便 。 且 由 于 凝 胶 固 定 在 
支持 膜 上 .， 转 移 时 没有 尺寸 的 改变 ,增加 了 沿 双 向 电泳 图 的 
办 的 点 的 分 布 的 重复 性 。 染 色 和 脱色 时 不 会 使 凝 胶 变 形 ， 从 而 保 
证 了 比较 实验 的 可 靠 性 。 但 是 随 着 T 值 的 增加 ，SDS 小 孔 梯 度 
胶 易 发 生 肿 胀 ， 并 在 染色 时 会 见 到 点 的 纹理 (streaking) 现象 。 
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为 了 克服 这 种 现象 ， 可 将 支持 噶 在 水 中 漂流 30 rb pl n mE 
厚度 [oj。 

IPG- DALT J; 3 85 88 — [5] 3 E HL RE RE AR e UK SE B PK E xt 
fi. 由 于 IPG 技术 本 身 pH 梯度 的 稳定 性 以 及 凝 胶 固定 在 支持 腊 
上 ,因而 不 但 操作 方便 ， 而且 重复 性 好 ,第 二 向 水 平 电泳 使 用 薄 
层 凝 胶 和 半 干 技术 62 1， 使 操作 大 人 人 简化， 而 如 可 以 缩短 电泳 
时 所 和 提高 分 辩 率 。 


图 8.2 ” 鼠 肝 蛋白 的 双向 电泳 图 谱 | 第 一 向 ，JPG]IEF4 -9， 
第 二 向 (A, B) 垂直 电泳 (C, D) kE 
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图 8.3 ” 鼠 肚 蛋白 的 双向 电泳 0 
(A) 垂直 IPG- DALT; (B) 水 平 IPG- DALT 


最 近 ，Sarmmientelo] 用 一 次 性 微量 移 液 管 和 实验 室 装置 进行 
蛋白 质 双向 电 读 ， 得 到 了 满意 的 分 辨 率 和 重复 性 。 


8.3.4 ISO- DALT M IPG- DALT 


1975 Œ O'Farrell ' 和 Klose 5: 分别 报道 了 高 分 辩 的 ISO - 
DALT 双向 电泳 后 ， 科 学 家 们 一 直 致 力 于 解决 方法 的 稳定 性 ， 重 
复 性 ， 分 辩 率 和 碱 性 浅 白 的 分 析 ， 并 发 展 了 非 平衡 pH 梯度 电 
泳 15.。 最 近 Klose 96] t xX BR T ISO - DALT 方法 的 改进 和 发 
展 ， 而 且 得 到 了 鼠 组 织 的 一 万 个 点 的 双向 图 谐 ， 照 片 十 分 清晰 . 

80 年 代 后 期 Gorg 56 75-77.3055.90 将 固 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 
技术 用 作 双 向 电泳 的 第 一 向 ， 称 为 ITPG - DALT. RH pH 梯度 
等 电 聚 焦 不 产生 阴极 漂移 ，pH 梯度 稳定 ， 分 辨 率 高 ， 重 复 性 好 ， 
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是 目前 流行 的 双向 电 访 方 法 。Garg 等 5.0.94, 拓 -用 此 方法 将 同一 
样品 在 自己 实验 室内 ， 其 至 在 国际 上 不 同 实验 室 进 行 比较 。 结 果 
发 现 重 复 性 很 好 ， 相 关系 数 不 小 0. 9994 . 解 次 了 ISO - DALT 
的 致命 缺点 。 人 世 是 在 等 电 聚 焦 讶 胶 上 的 和 蛋白 同 SDS AERE SE FE HT, 
Tk P BE HAKR SEERA, fpe ck, BISRT EE 
的 转移 ， 这 是 由 于 在 电泳 时 ， 碱 性 环境 中 国 相 pH B6 BEER I) ed 
相 缓 冲 基 闭 ( 如 COO } 发 后 离子 化 ， 在 两 块 跤 的 接触 区 域内 形 
成 结合 水 流向 SDS RARA. w SDS iE, F REKREA 
MRM, ERHI, RERE, WEGEN- aE i 
KRETE, M4 h ds E H Rh A e R RE BOE nf A 
IFPR, MURRAY EENKEER, ATRIJ 
HEX ESL 3S ELSE, 0D E F h REMF Immobiline 的 浓度 
《但 这 会 影响 pH 梯度 的 稳定 性 )。 将 凝 胶 条 的 宽度 缩小 到 5mm, 
甚至 3mmt2i- 。 在 平衡 液 中 加 入 6mol/L REM 3096. (w^) H 
袖 ， 平 衡 二 次 ， 每 次 15 分 钟 。 采 用 laying-on 技术 将 第 一 向 胶 条 
JE SDS Be E259. 


8.3.5 样品 的 处 理 


在 样品 处 理 过 程 中 ， 必 须 对 蛋白 的 化 学 修饰 和 解 聚 的 影响 减 
到 最 小 。 双 向 分 析 对 电荷 的 收 变 是 非常 灵敏 的 ， 它 将 使 双向 图 的 
多 肽 点 增多 。 - 些 富有 蛋白 酶 的 样品 应 该 在 冷 环 境 下 快速 操作 或 
加 蛋白 酶 抑制 剂 ， 但 蛋白 酶 有 时 也 会 引起 雪白 电荷 的 变化 。 样 品 
中 -一 般 都 含有 尿素 ， 所 以 不 要 加 热 ， 因 为 尿素 分 解 产 生 的 异 硫 氰 
酸 盐 会 引起 氨基 甲 栈 化 而 导致 电荷 的 不 均 -性 。 

(1) 体液 样品 

HAFNER m, mW, dquiE. B. AUR MG. 
UH. dB. Fk, KEAS, MRAR. MRE, 
样品 应 保存 在 -20C ~ -70C ， 且 保存 时 间 不 宜 过 长 2@] 

血清 和 站 浆 可 以 直接 溶解 在 解 聚 缓冲 液 中 。 和 蛋白 浓度 较 低 ， 
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盐 浓度 较 高 的 体液 会 干扰 等 电 聚 焦 ， 所 以 必须 先 透 析 ， 再 浓缩 ， 
或 用 脱盐 柱 脱盐 。 脑 湖 液 可 先 对 109038 .— GE EE, Phi Pu 
f. EE 1541/69, 

尿 液 在 进 - . 步 处 理 前 应 离心 15 分 钟 (2000g)。 每 升 健康 成 
人 尿 中 只 有 U.1 8g 蛋白 。 应 用 离子 交换 层 析 ， 超 离心 ， 透 析 或 冻 
干 等 方法 除去 尿 中 大 量 的 盐 和 非 蛋 白 成 分 (3.-。 虽 然 不 处 理 . 
不 浓缩 ， 册 银 染 也 能 得 到 600 多 个 点 .* ,但 处 理 后 样品 分 辩 率 
更 高 。 

不 经 浓缩 的 脑 崔 液 和 羊水 也 能 用 于 双向 分 析 "" 习 。 洪 千 会 引 
起 蛋白 的 修饰 ， 和 如 天 门 冬 氨 琴 和 谷 毛 酰胺 的 脱 氨 作用 和 半 赃 氨 酸 
的 氧化 作用 i*1。 浓 缩 也 可 采用 再 酮 沉淀 的 方法 ， 如 Donn: A 
1ml 冷 内 别 将 10041 样品 处 理 1 小 时 ， 再 在 - 20 僻 离心。 结果 没 
有 丢失 蛋 白 点 {可 能 有 量 的 天 失 )。 

(2) 组 织 

组 织 样品 的 娃 理 方法 很 不 相同 。-- 般 先 用 缓冲 液 粉 碎 ， 溶 解 
《大 片 组 织 用 机 械 和 破碎 ， 小 片 组 织 可 用 冻 裂 方法 )， 然 后 匀 浆 ， 再 
加 去 污 剂 1 后 。 组 织 中 疏 白 酶 的 活性 可 以 用 蛋白 酶 抑制 剂 或 碱 性 
pH 3 fm. 

(3) 培养 的 细胞 

组 织 培养 生长 的 细胞 可 以 不 经 处 理 ， 直 接 在 培养 块 〈 筷 ) r2 
用 裂解 液 裂解 。 小 心 吸出 模 解 溢 后 ， 细 胞 层 用 磷酸 缓冲 液 或 用 等 
渗 芒 糖 溶液 洗 ， 以 减少 污染 《这 一 步 也 可 省 略 )， 然 后 用 少量 样 
品 缓 冲 液 溶解 后 在 - 70 保存 备用 。 人 少量 的 核酸 不 会 干扰 等 电 到 
焦 分 离 ， 但 大 量 的 细胞 要 用 DNA BU RNA pah ggi], 

(4) 植物 组 织 

EHAR pp T 801, galst 能 和 动物 组 织 一 样 处 理 。 但 是 
叶 和 蛋白 ,在 双向 分 析 前 必须 用 丙酮 荣 取 以 除去 酷 术 色素 2], 

理想 的 样品 洲 解 首先 应 该 破坏 所 有 非 共 价 键 的 盘 白 和 人 聚合 体 
以 形成 多 肽 混合 物 。 破 坏 不 完全 将 导致 样品 中 同时 存在 聚合 体 和 
单个 多 肽 键 ， 结果 在 多 肽 图 中 引起 假 点 i38]， 因 此 解 业 和 溶解 号 
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双 问 分 析 中 很 重要 的 因素 。 最 常用 的 溶解 液 是 O Farrell 使 用 的 
9mol/L 尿素 和 296. (wa) 无 离子 去 污 剂 (NP - 40 或 Triton 
X - 100)。 但 它 不 能 解 育 所 有 的 蛋白。 膜 蛋白 避 先 用 SDS 溶解 
(SDS: REFI =1:3). 再 加 高 浓度 的 SDS 和 NP -40 (SDS:NP- 
40= 1:8)。 关 键 是 控制 好 比例 。 采 用 这 种 方法 时 四 于 硫酸 盐 和 载 
体 两 性 电解 痪 的 相 王 作用 有 可 能 损失 酸性 范围 的 分 辨 率 。 另 外 ， 
SDS 和 NP - 40 会 形成 微 团 在 等 电 队 焦 时 向 阳极 迁移 L!-， 使 蛋白 
质 被 暴露 在 只 含有 很 少 去 污 剂 的 环境 中 而 产生 沉淀 ' 吕 |。 膜 蛋白 
也 可 溶解 在 含有 碳酸 钙 (pH10) 的 NP 40 和 尿素 溶液 中 [841。 
红血球 的 膜 借 白 可 用 9molA1 FR  , 6.496 (w/v) Triton X- 100, 
205m mol/L L.- $8 2X 88, 5 mmol/L — i 25 BE REI 15mmol1 和 
sodium thioglycolate 溶解 [85 . FH Triton X - 114 代替 Triton X 
100 3 xiii dE 5| ien HH p PR LE GA CELER e a A ST, x 3g 
法 已 被 成 功 地 用 于 和 白细胞 膜 蛋 白 的 双向 电泳 [8s]，]Deoxycholate 可 
RË SDS 用 十 微 粒 体 蛋白 的 溶解 (1。 两 伯 离 子 去 污 浏 CHAPS 
可 有 效 地 用 于 微粒 体 蛋 和 白 的 双 里 分离-3'4]，Sulphobetaine 
(SB)， 一 种 两 性 离子 型 去 污 剂 ， 它 虽然 有 很 好 的 溶解 性 能 ， 但 
它 与 载体 两 性 电解 质 竞 争 ， 并 在 Smol/L 永 素 溶 液 中 生成 沉淀 ， 
单独 使 用 时 无 效 ， 所 以 不 宜 使 用 :%- 、 

Gorg 曾 建议 在 样品 制备 时 用 一 点 Ultrodex ALE (一 种 
LKB Zu]: r-E NUN AERE, ScER 上 是 特殊 纯化 的 Sephedex)。 在 
Imi O'Farrell 裂解 液 中 加 40 mg Ultrodex 作为 悬浮 液 。 加 样 前 与 
蛋 得 溶液 等 量 混合 。 在 蛋白 溶液 中 加 Ultrodex 悬浮 液 有 两 个 好 
处 ; 山 在 等 电 聚 焦 开 始 时 ， 防 止 蛋 白质 在 凝 胶 表面 产生 沉淀 ; 加 
防 秆 样品 溶液 从 加 样 框 中 泪 漏 。 但 不 可 以 用 Ultrodex 粉末 代替 
悬 衣 液 ， 因 为 蛋白 质 有 被 吸附 的 危险 。 

由 于 固 相 pH 梯度 等 电 育 焦 本 身 的 特性 ， 一 般 IPG- DALT 
E ISD-DAILT 人 允许 的 加 样 量 大 : 加 样 量 取 决 于 样品 的 特性 以 及 
HERRA pH 梯度 范围 和 长 度 。 如 采用 银 染 色 ， 在 180mm 长 ，3 
~4pH 间 申 的 凝 胶 条 上 上 可 以 加 50 — 1005g 的 样品 ， 加 样 量 以 20 岂 
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为 宜 。 过 量 的 电 和 白 姐 样 会 引起 双向 图 的 畸变 ， 特 别 在 第 二 向 电泳 
时 会 产生 很 多 问题 。 样 品 液 中 的 蛋 名 请 度 不 应 超过 5mg/ml, $$ 
则 在 加 样 处 出 于 和 蛋白 的 凝聚 和 沉淀 会 产生 水 平和 重 真 的 纹理 现 
gU», 

根据 等 也 聚焦 的 原理 ， 样 品 可 以 恕 在 凝 胶 的 任何 位 置 ， 但 由 
TR fESR FE pH 时 产生 的 异 硫 握 酸 盐 会 使 蛋白 的 氨基 甲 酰 化 ， 
EMEEN A E, wA EA, MRE, W E 
蛋白 等 加 在 阳极 俩 能 得 到 较 好 的 结果 , 但 也 有 的 蛋白 ， 如 和 人 
的 心脏 焉 后 革 取 物 则 加 在 阴极 为 宜 :30. 。 


8.3.6 去 污 剂 的 影响 


第 - -向 凝 胶 和 和 样 屿 中 过 量 的 去 污 旗 会 严重 影响 双向 谱 型 -*'。 
为 了 减少 过 重 的 去 污 剂 从 等 电 上 聚焦 凝 胺 转 移 到 SDS 凝 胶 中 ， 可 
以 采取 三 神 方 法 ， 名 减 小 等 电 聚 焦 凝 胶 条 的 宽度 ; OSARE 
后 ， 平 衡 前 从 胶 条 中 洗 去 去 污 剂 ; 加 减少 第 一 向 凝 胶 条 中 去 污 剂 
的 深度， 如 将 NP - 40 的 浓度 从 2% 减 少 到 0.5% ， 就 能 得 到 特别 
好 的 复杂 和 蛋白 混合 物 的 双向 谱 型 361。 


8.3.7 聚焦 和 参数 


不 管 是 1SO- DALT， 还 是 IPG - DALT， 在 第 一 向 聚焦 电泳 
的 北 胺 和 和 样品 中 都 全 有 高 浓度 的 尿素 ， 为 防止 尿素 在 电泳 时 析 
出 ， 电 文 时 的 温度 应 该 在 15 ~20Y 为 宜 。 

ISO - DALT 系统 的 第 一 向 集 焦 时 间 可 参照 第 六 章 所 述 的 方 
法 决定 ”3， 桌 焦 时 间 不 够 会 影响 分 辨 率 ， 聚 焦 太 长 会 引起 阴 
BERRY ERRERA., HE, IPG- DALT 的 第 一 向 集 焦 时 
间 也 不 能 过 长 或 过 短 。 由 于 尿素 各 去 污 剂 的 存在 ， 一 般 来 说 聚焦 
时 间 比 通常 的 等 电 聚 焦 时 间 要 长 。 合 适 的 聚焦 时 间 取 决 于 样 贞 
E, AWARE, DAERA pH 范围 。 虽 然 由 于 固 相 pH 梯 
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度 的 稳定 性 ， 延 长 聚焦 时 间 并 不 会 产 咎 阴极 漂移 ， 但 过 长 的 聚 个 
时 间 会 丢失 蛋白 斑点 76, 

为 了 使 样品 进入 凝 胶 ， 可 以 不 进行 项 聚焦 ， 但 在 电泳 开始 时 
采用 低 电 标 [31。 


8.3.8 IPG- DALT 系统 第 一 向 电泳 时 的 油层 覆盖 


在 Pharmacia-LKB 公司 的 IPG - DALT 3 [51 HA yk (E 0E i$ HH 15 
中 指出 [3%]， 存 进行 固 相 pH 梯度 等 电 聚 焦 时 ， 为 了 防止 尿素 析 
E, EARI, BAKE, MAER R A A AE A REE 
腊 。 前 者 是 非常 昂贵 的 消耗 性 试剂 。 作 者 曾 肌 液体 石 腊 铺 层 覆 
x. 意 然 比较 经 济 ， 但 操作 十 分 繁琐 。 最近 Gorg h 在 综述 中 用 
图 表明 ， 即 使 在 pH4--9 和 pH6 一 19 的 双向 电泳 中 ， 油 层 对 双向 
电泳 的 结果 影响 不 大 。 只 建议 在 进行 极 窜 pH 梯度 范围 的 微量 制 
备 时 [4 和 pH10~12 范围 的 双向 电泳 时 用 油层 覆盖 。 


8.3.9 ”两 向 间 的 平衡 和 转移 


在 O'Farrell 方法 '!! 中 ， 等 电 聚 焦 凝 胶 条 在 加 到 第 _ .向 以 前 
应 先 平衡 。 但 平衡 过 程 导 致 蛋 白 丢 失 约 5% -25%132,5]， 还 会 
使 分 辩 率 降低 ， 平 衡 30min 时 ， 电 白带 蛮 宽 40%5， 所 以 平 街 
时 间 不 可 过 长 。 如 果 不 经 平衡 ， 把 等 电 聚 焦 凝 胶 直 接 放 在 第 “向 
凝 胶 上 会 导致 高 分 子 量 蛋白 的 纹理 现象 ， 并 日 等 电 聚 焦 胶 会 烙 在 
SDS 胶 上 0。 为 了 减少 等 电 聚 焦 后 的 扩散 ， 有 人 建议 使 用 干冰 
冷却 凝 胶 ， 但 即使 短 短 的 2 分 钟 ， 屎 素 便 析 出 。 虽 然 缩短 平衡 时 
间 可 以 减少 扩散 ， 但 同时 会 减少 向 第 向 的 转移 。 

两 向 凝 胶 之 间 的 界面 接触 昆 十 分 重要 的 ， 如 使 用 管状 凝 胶 ， 
常 将 凝 胶 放 在 缓冲 液 配 制 的 琼脂 糖 中 ， 但 琼脂 糖 中 的 不 纯 物 会 在 
RRR EIEE. MAEA, SOS 胶 的 顶部 应 该 有 平 
(rbd, JOH SEHE, Ges TE RUN XC HI 
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畸变 。 如 使 用 水 半 电 广 ， 凝 胶 聚 合 在 支持 膜 上 上 不 会 被 拉 长 ， 只 要 
在 胶 面 接触 时 避免 气泡 陷入 便 可 [51。 

为 了 使 蛋白 比较 完全 地 从 第 . -向 转移 到 第 -向 ,与 载体 两 性 
电解 质 凝 胶 条 相 比 、 央 相 pH 梯度 凝 胶 条 的 平衡 时 间 应 延长 到 20 
—304rB 【取决 于 举 胶 条 的 宽度 )， 这 是 因为 后 者 与 蛋 失 的 结合 
比较 紧 。 在 IPG - DALT 方法 中 ， 如 果 不 平衡 并 不 会 增加 蛋白 
A, 但 由 于 银 染 时 的 高 背景 会 使 - 些 蛋 白 点 观察 不 到 '*:。 在 平 
衡 液 中 加 康 率 和 甘油 是 非常 有 效 钓 ,在 第 二 步 平 衡 液 中 加 砚 乙 醚 
Pè a A HERRIE EA WRAAK (point sireaking)。 


8.3.10 双向 标准 


双向 电 广 是 一 种 高 分 辨 技术 ， 不 幸 的 是 到 目前 为 止 还 没有 参 
考 标 准 能 傅 定 双向 谱 中 每 个 点 的 位 置 和 特性 。 

Pharniacia ZPO HY XX [8] y XE QURE — Rb pn £t HE 0 PARAE 
(carbamylated protein) 991, ^ ff 15] VA fE 2358 — orat re, WR fs h vk rb 
的 内 标准 和 第 二 向 中 的 低 分 子 量 标准 结 侣 使 用 。 

H3 SE ER Ea EHR R A CUP COLORS Fg e 18] 48 38] 85 , 
带 正 电 的 人质 基 与 尿素 反应 形成 衔 生物， 每 一 次 反应 产生 低 等 电 点 
的 本 生物 。 混 合 加 热 不 同时 间 的 甲 损 酰 化 蛋白 和 原来 未 甲 氨 杯 化 
的 重 白 进行 等 电 案 焦 就 能 在 双向 谱 中 得 到 -系列 点 。 点 的 分 布 范 
转 昨 从 原来 的 ， 林 甲 氮 酰 化 的 蛋白 到 完全 甲 氨 醚 化 的 伪 白 。 每 个 
点 有 相同 的 分 子 量 ， 不 同 的 等 电 点 。 最 高 的 等 电 点 是 碱 性 的 ， 未 
牛 氨 酰 化 的 蛋白 ， 最 低 的 等 电 点 是 完全 甲 氨 酰 化 的 蛋白 

Pharmacia A rj] PA — fp Hi CBE (t 36 F3 n e 09) 38 LR 9 NO S 
R (creatine phosphokinase, CPK), SIRATA (carbonic anhy- 
drase, CA) MEME- 3 -RERAN (glyceraldehyde - 3 - phos- 
phate dehydrogenase, GAPDH), H% pH 范围 使 用， 见 表 
8.2.%:。 每 种 标准 在 所 给 pH 范围 给 出 -- 系 列 点 ， 这 一 系列 点 被 
叫做 “ 甲 氨 酰 化 火车 ”(carbamyiation train) 或 Carbamylyte™, 
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表 8.2 ”双向 标准 96] 
& — n Wk £5 等 电 点 。 xw xu em 点 的 数量 


CPK* 40 00N 7 4.0- 7.1 34 
CA 30 Qu 5.8 +.8-6.7 20 
GAPDH 36 Nu) 8 5 4.7 -8.3 34 


* CPK B CA WHH ISO- DALT fj 9p fif, GAPDH 用 作 BASC - DALT 的 标 


5n 
e TRAE KEERA EF IR b NE rg RERE EI TARE EL 3 
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[8.4 Æ ISO- DALT 系统 中 的 CPK PARAE k 4l% 
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每 _ 列 “火车 ”有 它 自己 点 的 数 月 ， 点 间距 离 ，pH 范围 和 分 于 
量 ， 见 图 8,4 .“ 甲 氨 酰 化 火车 ”能 用 于 检测 pH 梯度 的 质量 和 比 
较 载 体 两 性 电解 质 批号 之 间 的 差别 ， 它 的 男 --- 个 应 用 是 检查 pH 
梯度 的 稳定 性 : 

际 准 中 含有 四 基 红 染料 ， 芒 糖 和 甲 氨 酰 化 蛋白 。 用 考 玛 斯 亮 
蓝 染 色 时 ， 一 小 瓶 标准 中 加 10091 双 蒸 水 ， 用 银 染 色 时 加 lml XX 
落水 和 100mg RERE, PLLA pl 是 3.S 。 


8.3.11 点 的 延长 和 扩散 


点 的 水 平 延 长 的 大 部 分 原因 是 由 于 黄 向 凝 胶 之 间 的 接触 不 好 
而 导致 转移 时 分 子 的 扩散 。 点 的 纵向 延长 的 源 因 则 可 能 是 第 一 向 
北 胶 条 太 宽 或 第 二 向 SDS 电泳 的 浅 缩 胶 大 窗 。 如 果 用 12cm 左右 
分 离 距 离 的 水 平 电 泳 。 建 议 第 一 向 电泳 的 胶 条 宽度 为 3mm， 第 
— I5] Tf A8 Rz H 98 RE 73 S0mmo。 

点 扩散 可 能 是 由 于 过 量 加 样 引 起 的 ， 另 一 原因 可 能 是 电泳 过 
Fi rp n UR A. 


8.3.12. 纹理 现象 


双向 电 添 图 谱 中 条 纹 状 的 纹理 现象 (streaking) 是 常见 的 问 
题 。 

水 乎 条 纹 与 第 一 向 (IPG) 电泳 的 时 间 有 关 ， 通 常 是 由 于 时 
间 不 够 或 在 加 样 处 产生 沉淀 和 重新 溶解 引起 的 。 纵 向 条 纹 表 明 在 
SDS 电泳 时 样品 没有 完全 溶解 。 

表面 条 纹 也 叫 向 点 纹理 现象 (point streaking) 或 垂直 微量 
纹理 现象 《Vertical micro-streaking)。 这 个 现象 是 击 于 第 -向 电 
泳 中 有 硫 赶 还 原 试 剂 造成 的 。 在 第 二 步 乎 衡 时 加 碘 乙 酰胺 可 以 减 
轻 这 种 现象 。 

点 纹理 现象 《spot streaking) 是 由 于 SDS 凝 胶 的 支持 膜 引 起 
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的 。 为 此 在 灌注 SDS EIE BU S FEXXCRCK ER PE XP HE GAK, R 
10 45b. AX. 第 Ip pH ESSERE UL Iw PRU. 
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第 九 章 ”滴定 曲线 
9.1 概念 


广义 来 说 ,滴定 曲 组 也 是 一 种 双向 技术 。 这 个 方法 是 1976 年 
由 Rosengren 等 在 汉堡 的 … 次 会 议 上 首先 提出 ， 并 随后 在 1977 
年 发 表 的 :0 。ELKB 公司 和 BioRad 公司 先后 将 其 制 成 电泳 仪 的 附 
件 。 

滴定 曲线 是 皇 现 样品 中 每 个 组 分 的 迁移 率 对 pH 的 曲线 ， 为 
此 先 将 含有 载体 两 性 电解 质 的 凝 胶 进 行 等 电 聚 焦 。 然 后 转 OQ", 
加 样 ， 并 使 样品 在 垂直 于 pH 梯度 方向 进行 常规 电泳 。 蛋 白质 分 
于 此 时 根据 环境 的 pH 各 自 随 着 电场 方向 迁移 ， 并 根据 它 的 电 高 
基 团 改变 电荷 ， 结 果 就 显现 了 如 图 9.1 的 里 线 。 如 果 样 品 是 混合 
物 ,就 呈现 多 条 曲线 。 


Hog Loose be poA m, 
(1) 将 含有 载体 两 性 电解 质 (2) e Im PER A HUE (3) 电泳 结束 


的 疾 胶 进行 等 电站 售 , 形成 ” 焦 痊 胶 进 行 常规 电泳 
pH 梯度 , 转 90”，,， 加 样 


H9.1 滴定 曲线 的 康 理 


位 定 遇 浙 本 以 在 一 次 实验 中 提供 样品 漫 合 物 的 许多 信息 ， 
HIE 
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L) FÉAHARBUERGETE, Pg -性 ， 等 电 点 (滴定 曲线 与 加 样 孔 的 
S6 X n LARA SERA SEHR nO 等 ( 交 ， 如 使 用 常规 聚 丙烯 酝 胺 
BEKE, Ww *zdEpSC pH 的 一 系列 不 同 缓冲 系统 中 进行 
许多 次 实验 才能 收集 到 这 些 信 息 。 

与 电荷 有 关 的 分 析 和 制备 纯化 技术 ， 如 离子 交换 层 析 ， 等 速 
电泳 ， 和 常规 此 丙烯 酰胺 瞻 胶 电泳 和 等 电 聚 焦 的 最 佳 pH 条 
fu 

大 分 子 XO f HO dEJH. Righetti! 用 滴定 曲线 研究 了 Cyt 
b5 和 met Hb 的 相 扎 作用 。 当 两 种 蛋白 各 自在 凝 胶 中 电泳 时 ， 
它们 呈现 经 典 的 S 型 形状 ， 但 当 混合 在 一 起 时 ， 带 型 呈现 很 
强 的 畸变 。 作 为 这 个 工作 的 延伸 ，Lostanlen 4&U* Fg Er E Bg jj 
定 曲 线 研 究 了 Cyt bs 还 原 酶 和 细胞 色素 bs 的 相互 作用 。 潢 定 
曲线 的 直接 检测 可 使 用 酶 谱 或 免疫 印迹 5) 。 

大 分 子 - 配 体 的 相互 作用 。Krishnamoorthy 等 [9 进行 了 met- 
Hb-inositol! hexaphosphate ( IHP) 和 met-Hb-inositol hexasul- 
phate (IHS) 混合 物 的 滴定 曲线 实验 。 测 得 met-Hb-IHP 的 稳 
定 范围 在 pH4.5 一 6.0 。met-Hb-IHS 的 稳定 范围 在 pH 3.7 
—6.0 。Constants 等 1"' 证 明了 结合 到 人 血清 维生素 D -结合 
蛋 日 上 的 维生素 Ps KE mm espe mme 
变化 。 由 此 可 研究 混合 物 的 理想 化 学 配 比 和 测定 全 蛋白 的 稳 
E pH 范围 。 

遗传 突变 体 的 揭示 。 对 一 -个 混合 物 中 的 蛋白 和 它 的 基因 突变 
体能 形成 “ 差 下 ” 漓 定 曲线 。 各 自 的 滴定 曲线 形状 揭示 了 带 
电 的 氨基 酸 突变 体 谱 型 的 变化 。 如 图 9.2 ， 在 Lys 突变 体 中 ， 
两 条 曲线 在 pH11 交叉 ， 而 Glu 或 Asp 突变 体 的 汇合 点 在 pH 
3 左右 。 双 电荷 突变 体 (如 Lys Glu). 或 相同 电荷 在 代 的 突 
变 体 (如 Arg His) 也 能 被 检测 。 这 些 理 论 的 滴定 粕 线 能 出 
健康 成 人 的 HbA 和 某 些 突变 体 ， 如 HbS、Hbc 等 混合 而 被 实 
WEB BUS? 

) SEES pK 值 的 直接 测定 。Righetti 等 :中 和 和 Valentini 4:148 E 
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图 9.2 ”血红 绥 身 和 它 的 遗传 突变 体 在 有 氨基酸 蔡 代 物 时 的 理论 滴定 
曲线 。NAA: 天 然 氨 某 酸 。 虚 线 表 示 鹤 迁移 率 线 。 第 头 表 示 毛 基 酸 突 
变 的 方向 [9 


了 一 种 数学 理论 ， 用 于 从 pH -XEE E dil ££ BUE AB EE BENE 
电离 基 团 的 pK 值 。 对 非 两 性 离 子 ， 能 通过 测量 相应 于 阳 离 
T mpm: Ee TZ EB 12 迁移 率 的 pH 来 直接 计算 
pKguxrX pKgwro 对 两 性 物质 ， 应 在 被 测量 离子 的 迁移 率 
晶 线 上 通过 对 相反 电荷 离子 解 离 程 度 的 影响 的 计算 来 校正 
pHiw 值 。 

7) 用 亲 和 注 定 曲 线 测 定 解 离 常数 Kd. pH -迁移 率 曲线 的 应 用 扩 
展 之 - -是 用 亲 利 滴定 曲线 ‘测定 配 体 和 租 白 的 解 离 常数 Kd 
以 及 它 与 pH 的 相互 关系 。 如 果 配 体 是 大 分 子 ， 它 可 能 简单 
地 陷 人 凝 胶 介质 。 如 果 是 小 分 子 ， 则 共 价 结合 到 凝 胶 纤 维 中 。 
当 配 体 摩 尔 浓 度 增 加 时 ， 和 蛋白 质 的 滴定 曲线 非常 平缓 ， 可 用 
于 计算 在 任何 pH 的 Kd 值 13.4。 滴 定 昌 线 对 研究 蛋白 质 分 
子 的 物理 化 学 会 数 以 及 与 配 体 相互 作用 的 动力 学 参数 有 很 重 
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此 的 潜在 价值 。 

8) 滴定 曲线 用 于 品种 分 析 ， 食 品 分 析 能 比 等 电 聚 焦 技 术 得 到 蝎 
ir fj ga ISi, 

9) M5 Ri B ei Prose Ue. Fed n fe SET ER Be EX DHT RC 
AEEY URE, BARER - 些 样品 来 说 ， 吉 样 位 置 
会 影响 分 辩 率 ， 献 冬 不 聚焦 ， 如 图 9.3 在 不 同 加 样 位 置 的 碳 
版 栈 酶 癌 工 酶 的 育 焦 谱 旦 厅 同 的 。 很 氏 时 间 不 能 解释 其 原因 。 
但 从 它 的 滴定 曲线 就 不 难 明 白 这 些 同 了 上 酶 中 的 大 部 分 在 等 电 
点 的 pH 附近 有 很 陡 的 滴定 曲线 ， 所 以 聚焦 得 很 好 ， 并 不 受 
加 样 位 置 的 影响 .. 但 有 两 条 碱 性 的 同 工 酶 的 滴定 有 昌 线 (在 图 
中 用 箭头 标明 ) 在 酸性 侧 有 较 陡 的 滴定 曲线 ， 所 以 样品 加 在 
阳极 侧 ， 涌 焦 较 好 。 但 在 碱 忻 部 分 ， 滴 定 曲线 非常 平缓 ， 所 
以 聚焦 带 中 现 坟 散 状 [18]. 


519.3 FTR TRKE FERRE (A) 
RERE (£) pH 范围 3.5 -9,50718 

(D, (2) PÉan E DHCMI: 

G0, (0 TES m (e Um W 
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9.2 F 法 


按 第 入 章 所 述 的 方法 配制 T=5%, C=3% 的 等 电 聚 焦 效 
胶 ， 并 进行 等 电 育 焦 。 为 使 在 第 二 向 电泳 时 ， 样 品 分 子 有 强 的 电 
荷 ， 以 便 在 短 时 间 内 完成 第 二 向 电泳 ， 保 证 滴定 曲线 的 精确 性 以 
及 为 使 样品 有 完整 的 滴定 曲线 ， 一 般 应 选择 宽 pH EFE] (3.5 — 
9.5 或 3.5 一 10)。 

第 一 向 电泳 结束 后 ， 切 去 电极 条 《电极 条 中 的 盐 会 干扰 第 二 
HEK), KERERE 90 。 在 与 加 样 孔 平行 的 方向 如 新 的 电极 
条 ,《 如 进行 半 王 电泳 )， 吉 样 ， 然 后 尽快 进行 第 二 向 电 读 ， 以 免 
pH 梯度 扩散 。 在 第 二 向 电泳 时 可 以 用 相对 比较 高 的 电压 ， 电 泳 
时 间 便 大 大 缩短 。 

由 于 样品 中 的 高 盐 和 和 缓冲 液 离 子 在 第 … 癌 电 泳 时 的 不 均匀 时 
电 性 会 干扰 结果 ， 故 应 用 透析 或 其 他 方法 脱盐 。 

加 样 量 取决 于 凝 胶 的 大 小 ,厚度 ， 加 样 孔 的 大 小 和 染色 方 
法 。 如 用 考 玛 斯 亮 蓝 染色 ，5 倍 于 常规 的 量 。 

第 二 向 电泳 后 ， 用 表面 电极 测定 pH 梯度 。 染 色 方 法 也 与 前 
BILE A. 


9.3 实验 考虑 
9.3.1 Æ 8mol/L 尿素 和 去 污 剂 中 的 滴定 曲线 


在 天 然 条 件 下 ， 不 是 所 有 的 解 离 基 团 都 能 被 直接 滴定 ， 只 是 
表面 基 团 能 接近 溶剂 或 发 生 相 互 作用 。Righetti 等 "9 发 展 了 在 变 
性 剂 中 的 电泳 滴定 。 在 8mol/L 尿素 中 ， 洗 多 蛋白质 呈现 自由 卷 
曲 状态 ， 埋 藏 的 基 团 被 暴露 于 溶剂 . 且 非 共 价 结合 的 配 体 也 与 大 
分 子 分 开 。 如 果 滴 征 遇 线 是 在 Smol/L 尿素 和 196 NP — 40 中 完成 
的 话 ， 两 者 的 微 扰 都 会 消失 ， 由 为 结合 到 朴 水 伸展 多 肽 链 上 的 去 
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污 剂 防 止 了 链 内 的 相互 作用 ， 它 们 将 凝聚 在 等 电 点 附近 [20 。 
9.3.2 大 分 子 的 滴定 曲线 


Bianchi 等 5 党 试 了 在 多 和 孔 介 质 〈 交 联 度 1596 — 5096). 中 进 
行 大 分 子 的 滴定 曲线 电泳 。 用 .- 烯 丙 基 酒 石 二 酰胺 (diallyltar- 
tardiamide, DATD) 作 交 联 剂 时 ， 在 北 胶 中 含有 约 80% — 9096 
的 不 集合 DATD。 它 们 和 和 蛋白 分 子 相 互 作用 产生 发 帖 和 可 伸展 的 
和 矩阵。 用 4096 一 50% 前 甲 又 双 丙 烯 酰胺 作为 交 联 剂 时 ， 凝 胶 的 
朴 水 性 太 强 ， 可 接受 的 浓度 约 为 30% ， 此 时 比较 稳定 ， 并 且 刘 
VEX 0.5 x 105 道 尔 顿 的 球 蛋 白 分 子 进行 迁移 。 


9.3.3 用 琼脂 糖 作 为 支持 介质 


作者 曾 参 加 1992 年 在 挪威 举行 的 国际 电泳 会 议 上 由 Dr. 
Gabriel Peltre 主持 的 用 琼脂 糖 作 支持 介质 的 注定 曲线 电泳 的 增 
训 ， 方 法 上 分 简便 。 
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PTE ”人 免疫 电泳 


免疫 电泳 技 术 臣 基于 和 搞 原 的 电泳 迁移 以 及 与 抗体 的 专 -- 性 免 
疫 沉 省 反应 。 在 大 部 分 电 访 中， 样品 中 的 抗原 通过 含有 相应 抗体 
的 pH 8.6 A18 ESTSUIS E MER, HRE pH 8.6 时 通常 带 强 负电 ， 
而 抗体 在 此 pH 不 带电 ， 不 能 迁移 ,抗原 在 含有 抗体 的 凝 胶 中 电 
泳 时 发 年 免疫 及 应。 最初 抗原 过 量 ， 所 以 仅仅 产生 林 深 性 的 免疫 
混合 物 ， 与 抗 启 一 起 向 则 极 迁 移 。 当 抗原 和 抗体 的 浓度 达到 当量 
点 (equivalence point) 时 就 形成 大 的 、 不 溶性 的 免疫 沉淀 。 各 种 
免疫 电泳 沉 演 的 形状 不 同 ， 大 部 分 是 锥 体 状 或 火箭 状 ， 座 落 于 样 
品 孔 上 。 见 图 10.1 锥 体 〈 或 火箭 ， 或 其 他 形状 的 沉淀 ) 的 高 度 
或 面积 与 样品 中 抗原 的 量 成 正比 。 


(D 抗原 在 不 含 抗体 的 QURE KE SA DONEER 
北航 中 先 分 离 抗体 的 北 胶 中 ， 以 
直角 方向 电泳 
图 10.1 


免疫 分 析 的 最 大 应 用 领域 是 人 血 蛋 白 的 研究 。 许 多 疾病 都 是 
由 于 血 中 一 种 或 多 种 蛋白 浓度 或 结构 的 改变 所 致 。--- 些 体液 如 : 
脑 峭 液 、 避 汁 、 肠 液 、 唾 液 、 腹 水 、 胸 膜 液 等 ， 吕 然 其 中 蛋白 含 
量 很 少 ， 也 能 用 免疫 电泳 方法 测定 。 体 外 蛋白 ， 如 疾病 产生 的 有 
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机 物质 ， 也 是 研究 的 对 象 。 在 农业 ， 食 品 ， 法 医学 研究 中 ， 主 要 
用 于 不 同 来 源 蛋 白质 的 比较 ， 即 分 类 学 研究 。 在 基础 研究 工作 
中 ， 由 于 抗原 -抗体 的 反应 的 高 度 专 一 性 ,例如 凝 胶 过 滤 后 收集 
的 蛋白 成 份 纯度 的 测定 ,蛋白 -和 蛋白， 和 绰 白 - 配 体 相互 作用 的 研究 
都 能 使 用 免疫 电泳 技术 :2 。 


10.1 ŽŽ 理 
10.1.1 免疫 电泳 基础 


如 果 一 种 外 来 物质 ， 如 一 种 和 蛋白， 一 种 细菌 或 一 种 病毒 进 人 人 
到 动物 组 织 中 ， 动 物 将 产生 抗体 米 对 付 这 种 外 来 物质 。 这 种 外 来 
物质 被 称 为 抗原 。 它 可 以 被 注射 到 动物 中 以 产生 抗体 。 当 抗体 的 
浓度 达到 预定 值 时 ， 从 被 注射 的 动物 体内 抽 血 ， 除 去 红 绍 胞 后 即 
为 抗 血清 ， 其 中 含有 抗体 。 产 后 抗体 的 抗原 与 这 些 抗体 有 专 一 性 
反应 。 这 种 专 一 性 反应 是 免疫 方法 的 基础 ， 吉 用 于 抗原 和 抗体 的 
定性 和 定量 分 析 。 

抗体 是 一 组 得 启 ， 叫 做 免疫 球 蛋 睛 ， 它 在 血 的 白 细 胸 中产 

”每 一 个 免疫 球 蛋 白 分 子 有 四 个 多 肽 链 组 成 ， 两 个 轻 链 和 两 个 
专门 与 抗原 结合 的 抗体 部 分 称 为 结合 部 位 。 每 - -个 抗体 有 
两 个 结合 部 位 ， 能 与 一 个 或 两 个 抗原 分 子 结合 。 与 抗体 分 子 结合 
的 抗原 部 分 称 次 抗原 决定 簇 (antigenic determinant), — ^ pi F 
能 有 一 个 ， 二 个 ， 三 个 甚至 多 个 抗原 决定 化 ,每 - :个 抗原 决定 能 
专 一 性 地 结合 在 不 同 的 抗体 结合 部 位 。 抗 原 分 子 在 抗体 分 子 之 间 
起 郑 “ 桥 ”的 作用 ， 并 在 抗原 和 抗体 之 癌 形 成 链 或 网 。 这 个 网 
《通常 称 为 免疫 沉淀 ) 的 信息 即 为 免疫 分 析 技 术 基础 。 


10.1.2 FAE- Mancini 技术 [站 


这 是 最 简单 的 例 疫 技术 ， 但 可 用 于 单 抗原 的 定量 测定 ， 如 图 
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图 10.2 Py Manni fg A- 


10.2: 册 抗 原样 品 被 放 在 含有 单 特异 性 抗体 的 沙 层 琼 腊 糖 凝 胶 
的 孔 中 ， 巷 脂 糖 半 胶 和 梓 被 放置 24 小 时 以 上 ， 让 凝 胶 扩 散 : C 
原 分 子 扩散 到 效 胶 中 和 抗体 结合 ， 形 成 可 溶性 的 复合 物 ; 号 扩散 
的 抗原 浓度 与 攻 胶 中 的 抗体 浓度 达到 当量 点 时 ， 在 扎 的 周围 形成 
-DHEA 出 圈 的 面积 与 抗原 的 量 成 正比 ， 比 较 已 外 和 未 知 抗 
原 浓度 产生 的 图 的 面积 ， 就 能 测 出 未 知 抗原 的 浓度 。 这 个 技术 特 
曾 适 合 于 免疫 球 和 蛋白 的 测定 ， 因 为 在 pH8.6 遇 ， 它 们 不 带电 ， 
在 免疫 电文 中 不 能 通过 含有 抗体 的 奖 腔 。 


10.1.3 IAP Ët- Ouchterlony HER 


虽然 这 不 是 免疫 电泳 技术 ， 人 和 但 它 可 用 上 样品 复合 物 的 最 初 研 
究 和 用 于 测算 产后 免 疫 沉 淀 的 正确 的 抗原 -抗体 的 浓度 。 如 图 
10.3: QO 在 琼脂 糖 涂 胶 板 上 打 三 个 孔 ， 存 上面 的 孔 中 放 抗 原样 
品 ， 在 下 面 的 和 孔 中 放 含 有 抗体 的 抗 血清 以 测定 所 有 的 抗原 ， 句 抗 
原 和 抗体 在 凝 胶 中 扩散 ， 扩 散 的 抗原 和 抗体 的 浓度 达到 当量 点 
时 形成 沉 证 直线 。 如 果 抗 原 -抗体 的 浓度 台 适 ， 襄 证 线 在 两 孔 的 
FE MRAR, MERRET. MRAR, DlUE 
EL AL. 

用 双 扩 散 技 术 作 定量 目的 时 ， 应 使 用 合适 的 沉淀 条 件 。 如 抗 
原 或 抗体 大 大 过 量 ， 由 于 沙 解 作用 的 改变 和 重新 沉淀 ， 可 能 产生 
沉淀 迁移 或 多 种 说 淀 移 。 为 了 研究 合适 的 抗原 和 抗体 浓度 ， 将 抗 


: 296 ， 


PDF 文件 使 用 "pdfFactory" 试用 版 本 创建 www.fineprint.com cn 


B 10.3 WER- Ouchterlony 技术 Y 


ife | 
e? l2. 


e 
132 t 


H 10.4 ”会 过 抗原 . 
抗体 ， 浓 度 的 测定 


血清 放 在 中 间 扎 中 ，- -系列 稀释 的 抗原 放 在 中 心 孔 的 局 用 ， 见 图 
10.4 。 图 中 合适 的 抗原 和 抗体 浓度 比 约 为 1:8 或 1:16。 

用 这 个 技术 可 以 得 到 二 种 形式 的 沉 证 线 ， 如 图 10.5 : (Dn 
果 两 个 抗原 完全 相同 或 有 共用 决定 因素 (Common oleterminants ) 
即 “ 完 全 相间 的 皮 应 ” 则 形成 连续 沉淀 线 ; 外 如 果 是 “部 分 相同 
的 反应 ” 则 形成 锯齿 状 的 连续 沉淀 线 ， 如 果 两 个 抗原 不 相同 或 
没有 共 州 的 决定 因素 即 “ 不 相间 反应 ” 则 形成 两 条 相互 灾 义 的 沉 
演 线 。 
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Ii10,5 三 种 形式 的 沈 诞 线 


10.1.4 Grabar Hi Williams 免疫 电泳 15: 


这 是 -- 种 经 典 的 免疫 电泳 技术 ， 用 于 在 复杂 混合 物 中 检测 — 
种 或 见 种 抗 虚 。 如 图 10.6 : CORE ECTEXSUE TR GERE) LP, EE 


| BEEN 


图 10.6 Grabar 和 Williams fU eg tà bc S] 
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场 下 分 离 ; 回 抗 血 消 放 在 与 还 修 方 向 平行 的 上 胶 的 冲 槽 中， 让 北 
半 中 的 抗原 和 抗体 分 子 扩散 10 一 20 小 时 ; 区 抗原 和 相应 的 抗体 
HHGH, JERE NIER. [8 10.7 为 不 同 浓度 人 血清 的 Grabar 
和 Williams 免疫 电泳 的 结果 。 


图 10.7 AENEA IAA Grabar 利 
Williams 免疫 电泳 -* 


10.1.5 “火箭 EIk 
10.1.5.1  Laurell “火箭 ”免疫 电泳 9] 


这 是 用 于 测定 单个 抗原 浓度 的 简单 、 快 速 和 只 有 重复 性 的 技 
RTS, WBL.: 他 抗原 样品 放 存 含有 单 专 - -性 抗体 的 凝 胶 的 
ILH, BERA pH 8.6 配制 ， 因 为 抗 示 在 这 个 pH 的 净 电 荷 为 零 ， 
在 电场 下 不 迁移 ，@ 抗 原 分 了 在 电场 下 迁移 ， 最 初 形成 可 溶性 复 
RH, EAERI E AMR RBA GERWEN. (3) 
SATA BUSUSGEULUERE, JER KE S OKR RRE SADA 
IR ÁI BEA BUR LE f = 


110.1.5.2 HE “AR” paek 


这 是 Laurell “AR” BRE LAE EA”, 用 于 
检查 制备 后 收集 组 分 的 纯度 ,是 产品 质量 榨 制 的 有 效 方法 '10.， 见 
图 10.9 : 由 收集 层 析 和 制备 电泳 分 离 后 的 组 分 ; 他 在 不 含 抗体 
的 琉 脂 糖 效 胺 中 打 两 排 成 锯齿 状 的 孔 ， 按 收集 的 有 兴趣 的 峰 的 次 
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图 10.8 Laurel “火箭 ”免疫 电泳 


Mer Yee smeer ~ 一 -一 一 


s | C "A 
UUHWWUUUU o a a) 


图 10.9 € KRO aiik’? 


| 

] 

| 

| . ] eterne t | 
| 

| 


序 放 在 孔 中 让 其 扩散 、 然 后 再 把 包括 孔 的 北 胶 条 走 掉 ， 重 新 放 上 
含有 抗体 的 凝 胶 条 ; 吧 在 两 排 筷 的 直角 方向 进行 免疫 电泳 。 每 :- 
种 蛋白 有 一 条 沉 演 线 ， 根 据 沉沦 蜂 的 数目 可 以 检测 所 收集 组 分 的 
纯度 。 
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10.1.6 交叉 免疫 电泳 
10.1.6.1 Clarke 和 Freeman 交叉 免疫 电泳 [1 


这 是 电 访 和 半 和 定量 免疫 电泳 的 有 效 结 合 。 见 多 10.10 : (DAE 
在 不 含 抗体 的 琼脂 糖 凝 胶 中 分 离 抗 原 ; 凶 凝 胶 被 切 成 含 在 分 离 样 
由 的 条 并 灌注 含有 相应 抗体 的 北 胶 ; 二 抗 厚 在 含有 抗体 的 凝 胶 的 
自 角 方 问 进行 第 二 疝 电泳 。 当 抗原 和 抗体 的 浓度 达到 当量 点 时 ， 
F “Laurell” KAB - 样 形 成 火箭 妖 。 每 个 峰 的 面积 与 抗原 的 
gx. 人 血清 的 交叉 免疫 电泳 约 有 50 一 70 个 沉淀 峰 ， 说 明 
这 种 出 泳 方 法 的 分 辨 率 是 很 高 的 :12:31， 见 图 10.11 ， 


COC 


10.10 “Clarke Ñi Freeman 7Z X. fgg di ik!!! 


10.1.6.2 ”串联 交叉 免疫 上 电泳 [1 


为 了 鉴别 样品 中 的 组 分 ， 可 在 样 曲 旁 加 T855*D 3 
行 比 较 ， 见 图 10,12 QOL IRE GR S E airs iem mom, 
蕊 们 在 凝 胶 中 以 相同 速度 迁移 ; Or BREITE EH 4 DA ELTR 2 EEA S 
有 搞 休 的 凝 胶 。 样 品 抗原 和 参考 蛋白 形成 rie ROLE 
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图 10.11 人 血清 的 Clark 和 Freeman 
父 丸 免疫 电泳 [1 


(1)“ (2) 


图 10.12 ”串联 交叉 免疫 电泳 0 


^3)2 ^ 
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10.1.7 反 向 免疫 电泳 55] 


反问 免疫 电泳 {counter imunoelectrophoresis ) JH T Br Es 85 xe TE 
检测 。 如 图 10.13 : VD 抗原 和 抗体 放 在 pH 8.6 IIR fH SERE E , 
在 此 pH 与 抗原 分 子 不 同 ， 抗 体 分 子 内 有 很 低 的 迁移 率 ; OWE 
场 后 ， 抗 康 和 杭 体 分 子 互 相向 对 方 迁 移 ， 但 抗体 不 是 由 于 电泳 迁 
移 ， 而 是 由 于 琼脂 糖 颇 有 简 中 的 电荷 引起 的 电 内 渗 导 北 的 迁移 ; © 
在 当量 点 时 形成 沉 泻 。 


^ Em 
(0, * oO. <) 


o 


(2) (3) 


& 10.13 me fx ik 


10.2 > 法 [6 
10.2.1 溶液 的 准备 


(1) Tris - £6 & t 3 Jt o 

2.24 g — Z, ME ES IE ERE, 4.43g Tris, 0.053 g 3L P $. 
0.065 g 登 氮 钢 ， 用 双 菊 水 溶解 后 ， 在 容量 瓶 中 定 容 至 100m. 

(2) 电极 缓冲 液 

HARAKAR 4 倍 。 

(3) 1% 琼脂 糖 溶液 
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选择 合适 电 内 奖 指 冻 脂 糖 ， 为 避免 它 水 化 时 成 团 ， 和 菠 将 琼脂 
糖 粉 撒 在 上 述 配制 的 缓冲 液 上 ， 煮 沸 沙 解 ， 在 90C 水 浴 上 加 热 ， 
搅拌 ， 直 至 溶液 转 为 透明 。 琼 脂 糖 溶 液 可 在 4 贮存 几 个 月 ,使 
用 前 再 在 90 和 水 浴 上 加热 溶解 。 

And te ERE THU UP S ADLER, Je CENE REI EU x 55C 
后 再 加 ， 随 后 立即 灌注 。 


10.2.2 A R 


为 了 使 琐 脂 精 溶 液 均 匀 铺 层 和 得 到 重复 的 结果 ， 玻 璃 板 必须 
水 平 位 置 。 

为 了 便于 在 有 些 免 疫 电 泳 中 从 第 一 向 到 第 二 向 的 转移 ， 最 好 
ERRER ER SC PRER. 12ml 琼脂 糖 溶液 在 84cm X 94cm 上 的 
疾 胶 厚度 为 1 .5 mm。 倒 胶 后 约 3 分 钟 凝 固 。 待 其 冷却 到 室温 后 ， 
把 它 放 在 保湿 愈 中 ， 使 用 前 在 冰箱 中 放 1 小 时 ， 这样 可 以 使 凝 胶 
强度 增加 ， 防 止 凝 胶 破 碎 。 


10.2.3 打 孔 与 加 样 


打 孔 器 直径 可 为 2.0 2.5, 4.0 mm， 相 应 于 1.5 mm 厚度 
赣 冬 的 样品 体积 为 2，5 和 10gl. 

最 佳 押 样 量 为 1 一 15ul。 如 样 时 ， 针 要 插 和 人 筷 中 的 所 有 方向 ， 
以 防 目 空气 在 加 样 孔 中 的 “ 座 垫 ”作用 而 使 样品 溢出 凝 胺 表面 。 


10.2.4 电 Uk 
电泳 时 温度 可 控制 在 10 -1SK ， 同 前 述 昌 泳 的 方法 一 样 ， 
先 在 冷却 板 上 铺 一 层 煤 油 ， 上 再 铺 胶 。 电 极 芯 与 凝 胶 的 边缘 接触 5 
一 10nmm， 并 保持 平行 ， 电 湾 时 的 电场 强度 约 为 20V/em。 
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10.2.5 1$ 测 


如 用 考 玛 斯 亮 蓝 染色 ， 先 用 生理 盐水 洗 去 没有 上 反应 的 修 白 ， 
A TIMERE R. KERET., HERRER k, H 
REKE. EDILAR EARRAK, UBIRE RE Ean, LR 
的 空气 使 凝 胶 破 裂 、 用 - 张 湿 的 滤纸 和 五 张 干 的 滤纸 盖 在 上 面 。 
再 在 上 面 放 块 玻璃 板 和 压 以 1kg 重 物 ,，3 分 钟 厂 ， 用 五 张 于 滤 
纸 换 上 面 五 张 湿 滤纸， 重复 两 次 这 样 的 过 程 ， 小 心地 除去 所 有 的 
滤纸 ..) 用 0.1 mol/L 氯 化 钠 深 液 洗 2x20 分 钟 ， 重 复 两 次 上 述 
压 胶 的 过 程 ， 用 热 或 冷 哆 风 吹 Fo AARRE RHR PA 5min, 
用 水 淋 洗 ， 再 了 脱色。( 脱 色 液 : 180ml 95% 乙 醇 + 40mi 2K BERE + 
180ml 蒸馏 水 。 染 色 液 : 1g 考 玛 斯 尝 蓝 R250 溶 填 200ml 脱色 液 
中 ， 深 液 可 以 使 用 儿 次 .，) 


10.3 实验 考虑 
10.3.1 支持 介质 


虽然 免疫 分 析 也 可 在 自由 溶液 中 完成 如 比 省/ 散射 浊 度 免疫 
检测 (Turbidimetric/nephelometric immunoassays) U!, 但 免疫 电 
瀛 一般 都 使 用 琼脂 精 凝 胺 作 支 持 介质 。 因 为 琼脂 糖 癣 胶 与 生物 大 
分 子 只 有 很 小 的 结合 ， 且 它 有 很 大 的 孔径 允许 大 的 免疫 球 蛋 白 4t 
子 迁 移 。1% 的 琼脂 糖 凝 胶 可 允许 高 至 2 百 万 的 大 分 子 通过 8 。 

如 第 二 章 所 述 ， 琼 脂 糖 凝 胶 的 电 内 涂 对 电泳 的 影响 是 必须 考 
BH. FFRAE (m, 约 为 -0.13 ) 适用 于 当前 各 种 免 
BEEPER. Grabar, Williams 和 反 向 免疫 电泳 可 使 用 高 电 内 渗 
琼脂 糖 (m, 约 为 一 0.25 )'9,21， 与 别 的 电泳 技术 结合 ， 如 交叉 
免疫 电泳 应 该 用 低 电 内 小 琼脂 糖 (m, 约 为 -0.02 ), 
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10.3.2 ”缓冲 系统 


存 免疫 电泳 中 最 通常 使 用 的 缓冲 系统 是 5，5 -二 乙 基 巴 比 肥 
(Hb 9 JE. Verona), 。 这 个 缓冲 液 适 合 在 pH6.5 一 8.2 之 闻 的 任 
何 免 疫 反 应 14'4.,， 在 交 义 免疫 电泳 中 ， 第 - -向 和 第 二 向 之 间 
较 好 的 相关 人 性 是 在 ph 8.6 ,十 高 浓度 的 佛 罗 那 在 此 pH 易 被 溶 
解 ， 所 以 pH8.6 被 广泛 使 用 。 在 pH8.6 巴 比 妥 缓冲 液 中 ， 常 用 
Tris 作为 平衡 离 六 ， 以 保持 系统 的 缓冲 能 力 〈( 二 乙 基 巴 比 妥 的 
pK 为 7.34 , 远离 pH 8.6 )。 

[E p RYE BH Scu dn, S (C aus E HS dg/L 
(15mmol/L), B B t 3& Ze rp (^E 3 83 4E Ks xe i s TER n 
SDSU2! ftl Triton it FH HP iK d EFE ELS EE. EZE 
疫 电泳 中 从 第 -- 癌 转向 第 一 向 时 必须 除去 样品 中 的 SDS'?41。 

钻 离 子 对 免疫 电泳 缓冲 系统 旦 非常 重要 的 。 钙 离 了 的 存在 使 
许多 抗原 -抗体 系统 的 沉淀 线 变 得 细 奉 [561。 在 一 向 电泳 中 ， 钙 离 
子 会 影响 许多 蛋白 对 二 价 阳 离子 的 亲 和 作 用 而 使 沉淀 线 的 粗细 和 
相对 迁移 率 发 生 很 大 的 变化 。 在 Pharmacia-LKR 公司 的 
pH 8.6 Tris - 巴 比 尼 缓冲 滚 中 就 含有 0.5 mmol/L 乳酸 钙 。 


10.3.3 抗体 和 抗 血清 


抗体 通常 被 混合 在 60 以 下 的 琼脂 糖 凝 胶 中 。 为 了 得 到 疙 
胶 中 抗体 的 正确 的 滴定 度 ， 应 使 用 抗体 供应 商 推荐 的 抗体 洲 液 的 
体积 和 样品 的 稀释 比例 作为 标准 血清 测定 值 。 因 为 沉淀 峰 的 面积 
和 抗体 的 滴 乍 度 成 反比 ， 使 用 较 低 的 抗体 滴定 度 将 增加 面积 测量 
的 灵敏 度 ， 但 它 减 绊 了 沉淀 线 的 可 见 度 ， 这 是 一 个 矛盾 。 

因为 在 会 有 抗体 的 凝 胶 中 电泳 后 ， 没 有 被 沉淀 的 抗体 也 会 被 
迁移 出 效 胶 ， 所 以 可 用 抗 血 清 代 替 纯 抗体 。 但 在 抗体 溶液 中 非 沉 
证 蛋白 的 存在 能 与 别 的 方式 与 抗原 相 工 作用 ， 这 能 通过 下 述 的 媒 
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介 凝 胶 技 术 检 测 到 ， 应 设法 除去 这 种 影响 [51。 
10.3.4 ”方法 的 选择 


不 同 的 免疫 电泳 方法 适用 于 不 同 的 日 的 和 不 同 的 领域 。 原 由 
af ar DEERE AA. Ouchterlony 双人 免疫 扩散 技术 和 
Grabar 和 William fe. E t Zk J£ AR - - 般 用 于 定性 分 析 。Mancini 单 
免疫 扩散 技术 则 可 用 作 定 大分 析 。 但 扩散 技术 需要 较 长 的 时 间 。 
妃 使 用 单 专 一 性 抗 血清 ，Laurell“ 火 第 ”电泳 可 用 于 测定 抗原 的 
E, BRENK., WERNE E-E A, eE 
叉 免 疫 电 泳 ， 它 十 定 性 和 定量 方法 的 结合 ， 最近 Bjerrum AUS! 
和 Solum 等 ”用 交叉 免疫 电泳 分 别 研究 配 体 和 侯 白 的 网 水 相互 
作用 种 膜 受 体 的 检测 ， 在 技术 上 都 有 很 大 的 进展 。 
融合 “火箭” 免疫 电泳 可 用 于 检查 从 杜 层 析 得 到 的 收集 物 的 
AERE. 


10.3.5 “layingon” 技 术 !23] 


这 是 将 在 莫 脂 糖 阔 腕 或 别 的 介质 中 分 离 的 抗原 CR 向 电 


C a) 


图 10.14 "laying on". ERU! 
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UK) 转移 到 第 二 向 琼脂 粮 凝 胶 中 的 一 种 简单 和 常规 方法 ， 常 用 于 
ác X So Wr UK EEH AAD BELIZE VAT AS BLUE EE: 2 n NE 
ePHR GRE RUK ARTRIHT YE A DERRE, Bip 
fre tk SERE ELIA Zr mpBzk, 80Ed10.14 。 如 第 一 向 电泳 采 
HARP RIER A, a A R E edu ARTT 
HAREA, 


10.3.6 ”媒介 凝 胶 技术 


UC frSEBEHSCR (intermediate gel technique) 用 于 在 复杂 混合 
物 中 鉴别 抗原 ' 引 。 它 能 和 交叉 免疫 所 泳 ， 融 合 “火箭 ”免疫 电 
瀛 和 “laying-on” 技 术 一 起 使 用 。 在 媒介 北 胶 中 含有 能 专门 识别 
抗原 的 抗体 。 如 图 10.15 : 他 将 载 有 抗原 的 胶 条 扣 在 不 含 抗体 的 
琼脂 糖 凝 胶 上 ， 接 着 上 述 凝 胶 肯 铺 一 定 宽 度 的 含有 用 以 识 区 专 - 
性 抗原 的 抗体 的 兢 胺 ， 接 着 再 铺 含有 多 专 --- 性 (polyspecific) fi 
ERRER: 四 在 第 二 向 电 访 ， 在 媒介 凝 胶 中 ,由 于 抗原 和 抗体 的 
专 一 性 结合 府 形 成 沉淀 峰 ; 图 其 余 抗 原 通过 媒介 凝 胶 后 在 含有 多 
专 一 性 抗体 的 凝 胶 中 产生 沉淀 ， 


«o» 
图 10.15 ”媒介 凝 胶 技 术 .29; 


A -种 媒介 凝 胶 技 术 如 图 10.16-» CO TEE AERE IRA 
抗原 相同 的 纯 样 品 ， 人 @ 在 电泳 时 ， 在 媒介 北 胶 中 的 抗原 向 前 移动 
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色 第 三 部 分 铺 的 凝 胶 中 直到 与 抗体 达到 反应 的 当量 点 ; (3 被 识别 
的 抗原 在 它 身 已 的 基线 .上 ,但 在 其 他 沉淀 峰 的 上 面 。 


图 10.16 Ate EE BORUC 


10.3.7 ”免疫 沉 证 的 观察 


最 简单 的 方法 是 利用 侧 光 观察 强 的 沉淀 线 。 把 电泳 后 的 凝 胶 
放 在 旱 表 面 上 ， 光 源 水 平地 效 在 一 侧 ， 就 能 在 灰 背 景 上 看 到 明显 
的 白 线 。 

免疫 电泳 通常 也 用 考 志 斯 亮 蓝 染 色 ， 将 凝 胶 压 缩 和 干 曲 可 以 
MERE. HR CE E EE DU UR ELEC 

当 抗 原 含有 专 -染色 基 著 、 如 脂 蛋 白 C3] ， 糖 蛋白 641 时 ， 能 
知 到 专 一 的 沉淀 线 。 专 一 的 酶 检测 65] 在 免疫 沉淀 后 ， 仍 然 能 保 
持 其 酶 活性 。 

免疫 电泳 的 检测 极限 取决 于 所 使 用 的 技术 ,抗原 -抗体 系统 
的 沉淀 方 式 和 电泳 后 检测 方法 的 灵敏 度 135"7]， 如 ， 


Miro AKA” QUERI Sug/ml 
3€ XL fec REL DK lug/ml 
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放射 免疫 检测 (RLA) « 20ng/ml 
XR OC? ak f SEE IB PK AA ICE RO TR] EB, Rn R ONU 


BUB AL DO E PEE J A Bos RE. 
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第 十 一 章 蛋白质 印迹 


11.1 Æ 3$ 


蛋白 质 印 迹 (protein blotting) BITE M, Hs KREN BREH 
转移 到 固定 基质 上 的 过 程 。 固 定 基 质 通常 是 一 些 纸 或 膜 [1-6. 。 
Je LE 6651 7E ELLE ED e op MRAR RER HR PC F4) BESTE DAY 
f SEXE SURIREAT HESEBE Lo WA JL EE PLYRGE PS DECRE RE HS DICT 
RGBSA ERMA, (Biut- - 步 分 析 受 到 限制 ， 因 为 电泳 
后 大 部 分 蛋 睛 质 分 子 被 撤 在 凝 胶 介 质 中 ， 探 针 分 子 很 准 通 过 北 胶 
孔 到 达 它 的 日 标 ， 引 探测 过 程 中 的 扩散 现象 会 破坏 邻近 带 的 特 
4E. 虽然 可 以 用 洗 脱 站 或 直接 在 原 位 用 抗 血清 's' 或 蛋白 探 
针 29 分 析 ， 但 这 些 方 法 耗 时 ， 不 灵敏 ， 并 导致 分 辩 率 的 损失 。 
盘 白 质 印迹 方法 克服 了 这 些 问题 : 个 一旦 转移 到 固定 基质 上 ， 蛋 
白质 分 了 比 在 凝 胶 中 容易 接近 探 针 。 而 且 所 有 被 转移 的 蛋白 都 有 
相同 的 机 会 与 探 针 接触 《个别 例 外 );， 句 转移 到 固定 基质 上 的 和 蛋 
白带 在 探测 过 程 中 不 会 因 扩 散 而 失去 分 辨 率 ; 辆 蛋白 质 转移 到 膜 
上 后 能 进行 多 种 分 析 ， 因 而 能 得 到 多 份 结果 ; 图 印 迹 方法 只 需 很 
少 的 试剂 .处理 时 间 和 相对 较 短 ， 且 固定 化 蜡 容 易 操作 和 保存 。 所 
以 蛋白 质 印迹 方法 是 高 分 辨 电泳 和 闪 敏 、 专 一 的 免疫 探测 技术 的 
结合 ， 现 在 这 种 杂交 技术 已 得 到 广泛 的 应 用 。 

把 电泳 分 离 前 发 白 组 分 转移 到 固定 嵌 上 ， 即 蛋白 质 印 近 法 
(AMAER "western blotting 首先 是 在 1979 年 由 四 个 斌 
完小 组 报道 :H1 Mi 的 ， 但 现在 普遍 使 用 的 是 Towbin ag. 的 Jy 
法 。 这 个 方法 实际 于 是 1975 年 Souther 5 fj DNA 印迹 法 (P 
大 们 [ 常 称 的 “Southero blo. tirs" 5 的 发 展 。 

一 个 典型 的 印迹 实 验 包括 四 个 步 又 "1 506. DEARER 
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化 基质 上 国定 化 ， 这 能 通过 直接 加 样 得 人 天， 如 下 久 所 述 的 “dot 
blotting” 是 或 主动 或 被 动 地 从 凝 胶 转 移 到 膜 上 ; 中 用 非特 并 性 ， 
非 及 应 活性 分 子 封 且 固定 基质 上 未 吸附 表白 质 的 区 域 ， 这 一 步 被 
RA HH” ( "blocking ) R “RÆK” ( "quenching ); OHR 
fHEIBIBIXE ERR pERDOBRBS TE ES xXUE— T EIbIPDER (R48 
一 步 是 携带 用 于 随后 检测 的 “报告 ” 基 团 ; 也 用 标记 在 探 针 上 的 
报告 基 团 检测 感 兴趣 的 分 卫 。 见 图 11.15" 


蛋白 , DNA, RNA 


La [E Hd d 11 0) 


se I) HH E 39 


一 一 了 一 于 一 一 一- 一- 一 一 一 一 二 一 一 :一 一 一 


图 11.1 看 白质 印迹 通常 所 需 的 四 个 步 又 [17] 


11.1.1 妃 种 印迹 方法 
重 百 质 印 迹 有 四 种 基本 方法 ;点 印迹 、 扩 散 印 迹 、 洲 剂 流 印 
W (毛细 管 印迹 ) 和 电泳 印迹 。 
11.1.1.1 点 印迹 


在 进行 点 印迹 《dot blotting) 时 ， 通 常用 微量 移 液 管 和 注射 
带 把 小 体积 的 样品 溶液 (<2pl) 直接 加 在 固 相 膜 上 (8]。 它 能 用 
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于 测定 蛋白 浓度 ,在 腊 上 加 一 系列 稀释 溶液 就 可 测定 检测 极限 。 
当 用 不 同 探 针 做 多 种 检测 和 大 体积 样品 时 可 用 市 售 的 微量 过 滤 多 
X^ (microfiltration manifolds} v 

点 印迹 常常 能 提供 需要 的 信息 ， 特 别 是 对 凝 胶 电 泳 的 分 辩 率 
要 求 不 高 和 摸索 新 的 印迹 条 件 时 特别 合适 。 由 于 重 哲 质 与 探 针 的 
定量 结合 ， 可 用 于 定量 测定 。 放射性 标记 的 探 针 能 直接 用 计数 方 
法 或 间接 几 光 密度 计 或 放射 白 显 影 测定 。 酶 标记 的 探 针 也 可 用 光 
密度 计 打 描 测 定 。 


11.1.1.2 扩散 印迹 


扩散 印迹 (diffusion blotting) 为 凝 胶 中 的 样品 转移 提供 了 -- 
个 最 简便 的 方法 。 由 于 分 子 扩散 是 多 方向 的 。 所 以 凝 胶 放 在 两 张 
国 权 膜 之 间 ， 浸 在 缓冲 浪 中 让 其 扩散 2 一 3 天 ， 结 果 便 得 到 两 张 
成 镜像 对 称 的 转移 谱 ， 见 图 11.2 UU. 扩散 印迹 的 效率 约 为 50% 
-一 70%[ ~*11， 每 张 膜 得 到 一 半 的 绰 白 。 由 于 扩散 与 温度 有 关 ， 
这 个 技术 也 可 称 为 “温度 印迹 ”(“tbermoblotting”)。 扩 散 印迹 
方法 适合 十 大 孔 凝 胶 。 这 种 方法 虽然 简便 ,但 耗 时 且 损 失 分 辨 
X, 


ED EE 


T 


ww || WIL IT 


ER 
EL11.2.— XTLf AERE EROSUS D fic One 说 
11.1.1.3 ”溶剂 流 印 迹 
溶剂 流 ENE (solvent flow blotting) BB fk 1975 年 首先 由 
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Southern! ^ 用 于 DNA 转 称 的“ 毛细管 印 迹 ”(“Capillary blot- 
ting”), RÆ Alwine 等 人 [2 将 此 法 用 于 RNA 转移 ， 被 称 为 
“Northem blotting"。 经 过 改进 后 又 被 用 于 蛋白 呈 ] ， 称 “Westcrn 
blotting 。 毛 细 管 印迹 也 很 简单 ， 适 合 于 低 分 子 量 重 白 和 大 扎 凝 
胶 L3.。 缓 溃 液 借助 毛细 管 流 从 贮 液 腑 中 通过 凝 胶 和 和 固 相 膜 ， 在 
HE Li. -车 于 滤纸 ， 再 在 上 面 加 1~ 2kg gE, 111.307. 溶 
刑 流 将 凝 胶 中 的 蛋白 带 出 凝 胶 流 到 膜 上 ， 过 夜 后 能 问 收 大 部 分 重 
外， 如 果 用 真空 减 压 的 方法 也 可 在 ] 小 时 完成 24!、 

BAERE ETA TREMA E H A e RERS 
EPS xxHpmpÉROU RENA” ("Press blotting”), TE XÉ 
HL KEHMANMGREHEBSUR, AENEA- ATER, 
在 上 面 压 -- 个 重 基 .如 果 凝 胶 涯 度 小 于 0.4 mm， 印 迹 约 需 15 — 
30 Bl, 


d aL coo MK 
P *. uei: d O mun 


Arhi 


图 11.3 毛细管 印 迹 


11.1.1.4 电泳 印迹 


现在 最 广泛 使 用 的 印迹 方法 是 1979 年 由 Towbin $3148 H 
Jo ffl Br SERERE HB SE ase ERI gR pU 6145162901 申 
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访 印迹 (electrophoretic blotting) 快 ， 转 移 效 率 高 ， 转 移 条 件 容 
易 和 控制， 重复 性 好 ， 并 可 保持 妖 胶 的 分 辨 率 。 它 的 转移 效率 取决 
上 分 离 蛋 白 的 疑 胶 系 统 和 有 蛋白质 的 分 子 量 :4] .如 从 常规 聚 丙 烯 
MERRER GKEAREN 小 时 ， 但 为 了 得 到 相同 的 转移 效率 ， 
从 SDS 聚 丙烯 酰胺 奉 胶 中 转移 蛋白 则 需 24 小 时 '! 。 

与 上 上述 二 种 印迹 方法 不 同 ， 电 泳 印迹 需要 - 定 的 装置 。 现 在 
有 垂直 的 模式 和 水 平 的 半 干 式 。 装 置 十 分 简单 ， 克 图 11.4 ,但 
它们 都 向 要 配备 较 人 电流 (1—5A) 的 电源 。 电 泳 印迹 ， 又 称 电 
Dk ER (electrophoretic transfer )， 尽 管 在 称谓 上 有 有 一些 蜡 
议 225243 但 它们 的 作用 已 为 人 们 所 熟知 。 


Coil NE 
MW ap un Ca T aT 


E 11.4 (A) $SBRf UBIKEIG; 
(B) 水 平 半 于 式 电泳 印迹 
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11.1.2 ”固定 化 材料 


EEIEIE (immobilizing membrane) 即 转移 介质 的 选择 是 影 
响 转 移 效率 的 重要 因素 ， 主 要 根据 有 二 点 : 由 膜 应 该 与 感 兴趣 的 
蛋白 质 分 子 相 结合; @ 腊 不 应 影响 随后 的 检测 ; 他 腊 应 该 准确 反 
映 电泳 分 离 的 结果 。 现 在 常用 的 固定 化 上 蜡 有 硝化 纤维 素 腊 ; 尼龙 
膜 ; 重 氮 芝 氧 甲 基 纤 维 素 纸 和 重 氮 某 氢 怠 纤 维 素 继 等 。 


11.1.2.1 宵 化 纤维 素 膜 


硝化 纤维 率 膜 (nitrocellulose membrane) 是 首先 被 用 于 蛋白 
质 印迹 的 转移 介质 044， 并 且 至 今 仍 被 广泛 使 用 。 它 的 优点 是 结 
合 能 力 高 ， 膜 不 需要 活化 ， 使 用 简便 ， 经 济 ; 背景 染色 浅 ; 能 被 
几 次 探测 并 可 用 常规 染色 方法 ; 功能 基 财 寿命 较 长 ， 膜 至 少 可 在 
4'C [E EE — 4E 

硝化 纤维 率 膜 与 蛋白 质 的 结合 特性 现在 还 不 很 清楚 ， 可 能 与 
几 个 因子 有 关 ， 如 朴 水 相互 作用 ， 离 子 相互 作用 等 。 硝 化 纤维 素 
膜 的 特性 由 它 的 孔径 和 组 成 决定 。 它 的 结合 能 力 与 孔径 成 反比 。 
初步 实验 应 使 用 0.45 pm 的 膜 。 小 孔 膜 (0.1 ~0.2 um) 适合 于 
分 子 量 小 于 20 000 HEA, 

含有 醋 化 纤维 素 的 硝化 纤维 素 膜 应 避免 使 用 ， 因 为 它 的 结合 
能 力 低 ， 并 且 不 稳定 。 用 聚 酯 作 支 撑 的 膜 会 产生 杂 色 斑 带 并 损失 
分 辩 率 也 不 宜 使 用 。 干 的 硝化 纤维 察 膜 很 脆 ， 要 小 心 操 作 。 


11.1.2.2 EŻ 


尼龙 腊 (Nylon-dased membranes) 也 能 用 于 蛋白 和 核酸 的 转 
换 。 尼 龙 膜 软 且 结实 ， 比 硝化 纤维 素 膜 容易 操作 。 它 和 蛋白 质 或 
蛋白 质 - 去 后 剂 混合 物 有 很 高 的 结合 能 力 。 每 平方 厘米 可 结合 
480pg 蛋白 ， 但 硝化 纤维 素 膜 只 能 结合 80pg 蛋白 [34] ， 所 以 灵敏 
度 较 高 。 但 背景 也 高 ， 因 为 它 的 高 电荷 密度 使 非 结 合 区 的 封 阻 比 
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硝化 纤维 素 膜 图 难 ， 因 而 与 附 离 子 染 料 ， 如 氨基 黑 和 考 马 斯 亮 上 监 
也 有 较 强 的 结合 能 力 ， 所 以 不 能 用 阴离子 染料 在 带 正 电 的 尼龙 膜 
上 作 专 一 性 的 蛋 台 染色 ， 而 应 使 用 其 他 梁 色 方法 35 271。 

带 正 电 的 尼龙 膜 能 有 效 地 结合 低 浓度 的 小 分 子 蛋 白 '3 -40i， 
酸性 蛋白 ， 糖 蛋 昌 :41 和 和 蛋白 多 糖 !2]。 但 当 转 移 缓冲 液 中 存在 
SDS 时 能 观察 到 蛋白 质 从 尼龙 膜 上 泄漏 [38,43] ， 如 用 甲醛 固定 能 
提高 蛋白 质 在 尼龙 膜 上 的 保留 指数 [8- 。 


11.1.2.3 DBM 和 DPT 纸 


在 早期 实验 中 ， 一 些 专用 的 纸 被 使 用 ， 包 括 离子 交换 纸 和 活 
ILA. IA DEAE 纤维 素 (diethylaminoethyl cellulose) 4! 
种 风琴 纤维 素 纸 !*"。 后 者 如 重 氮 茶 氧 甲 基 (diazobenzyloxymeth- 
yl, DEM) MEA ÆDLE (diazophenylihioether，DPT) 纤维 素 
纸 %.4]。 离 子 交 换 纸 在 簿 的 时 候 非常 容易 破损 ， 用 共 价 结合 纸 
虽然 能 保持 住 蛋 白质 并 重新 探测 ， 但 结合 能 力 较 低 (25 一 30vgv 
cm?), 4 ERSE LB ÍR (509995! DBM 和 DPT 必须 使 用 放射 性 标 
记 探 针 ， 因 为 在 活化 时 有 颜色 。 纤 维 素 滤纸 能 用 浪 化 和 氰 (5253]， 
MIRES (cyanuric chloride)ls4- ， 苯 醒 055] 活 化 以 共 价 结合 被 转 
移 的 重 白 。 活 化 后 必须 立即 使 用 ， 因 为 反应 基 团 是 不 稳定 的 。 活 
化 的 夏 璃 纤维 滤纸 能 用 于 回收 转移 的 多 肽 ， 以 进行 N -末端 氨基 
酸 序列 分 析 [%38] ， 

转移 到 DBM 和 DPT 纸 上 的 蛋白 质 或 核酸 分 子 共 价 结合 到 
纸 上 ， 上 因此 操作 时 损失 最 小 ， 并 且 能 作 多 次 探测 。 一 些 缓冲 液 成 
份 如 甘氨酸 必须 在 转移 前 用 磷酸 缓冲 液 从 凝 胶 中 洗 去 ， 否 则 会 于 
扰 借 白质 与 DBM 纸 的 结合 。DBM 仅 在 - 定 的 pH 范围 稳定 ， 所 
以 在 等 电 聚 焦 凝 胶 上 转移 蛋白 时 不 要 超过 它 的 稳定 范围 。 

ROE C HR OX 氧化 物 ( polyvinylidene difluoride, 
PVDF)U9.59,015: Heg (类 ) 腊 (polysulfone membranes) 也 能 被 
用 作画 定 化 材料 。 但 与 硝化 纤维 素 膜 相 比 ， 操 作 不 便 ， 灵 敏 度 和 
分 辨 率 低 ， 背 景 高 ， 因 而 不 常 被 使 用 。 
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11.1.3 转移 缓冲 液 


在 设计 蛋白 印迹 实验 时 ， 转 移 缓冲 液 的 选择 和 转移 前 、 后 的 
漂洗 是 非常 重要 的 。 图 11.5 为 通常 使 用 的 过 程 。 转 称 前 漂洗 所 
用 的 缓冲 液 Ei E RJE nhik AHI], CA aE fo BE Be RI P BK aE UiA a 
缓冲 液 中 加 0.5 96 Triron 和 4mol 尿素 以 除去 SDS 并 使 蛋白 复 
性 !62,@] 。 


已 电 读 分 离 的 疾 胶 


转移 前 漂洗 
TESEEERJRE. UEESDS, HHRH 


转移 缓冲 液 的 离子 强度 和 p 日 影 啊 
覃 白质 的 所 漳 性 ， 转 移 速 度 和 结合 程度 


转移 后 漂洗 
非特 异性 结合 区 的 饱和 


探 针 结合 用 缀 部 液 


探 针 结合 后 漂洗 
除去 多 余 和 非特 异性 结合 的 探 针 


检测 
MEUS, XB, BEE, 
ARARE, KERE, Aiit 


图 11.5 转移 前 、 后 的 漂洗 


为 了 得 到 最 有 效 的 转移 ， 不 但 必须 有 足够 的 时 间 ， 缓 冲 液 的 
pH 和 离子 强度 还 必须 使 蛋白 质 有 最 大 的 可 溶性 和 转移 速度 。 在 
电文 印迹 实验 中 通 肖 使 用 Tris -甘氨酸 缓冲 液 [@G,6]。 如 采用 重 氨 
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化 合 物 ， 如 DBM 和 DPT, y fi Hi BERESE DPI, URERA 
酸 在 膜 的 结合 区 与 蛋白 竞争 !%5 1。 


11.1.4 HRH, fiic fUScdM 


转移 后 ， 为 了 减少 探 针 的 非 专 一 性 结合 ， 要 封 阻 (block) 
膜 上 的 白 由 结合 区 ， 以 防止 检测 时 的 高 背景 。 封 阻 通常 是 将 膜 放 
在 如 下 溶液 系统 中 ， 如 Denhardt iA ; 2% ~5% 牛 血清 白 蛋 
HRR], 0.05 % —0.3 % 的 去 污 剂 [1 “6.16] 。 

有 很 多 种 不 同 的 蛋白 和 配 体 可 用 韦 标 记 印 迹 蛋 白 。 探 针 结 合 
用 的 缓冲 液 应 适合 蛋白 与 探 针 的 专 一 性 结合 ， 而 使 非 专 一 性 结合 
减 到 最 小 。 用 增加 盐 浓 度 的 方法 洗 脱 结合 的 探 针 可 以 达到 这 个 目 
的 。 

在 蛋白 质 印迹 实验 中 的 重要 - - 步 是 检测 转移 到 膜 上 的 蛋白 。 
有 时 在 转移 前 应 先 对 凝 胶 进 行 染色 观察 以便 了 解 转移 的 效率 ， 
印迹 的 最 终 灵敏 度 取 决 于 标记 探 针 的 特 告 基 团 的 特性 。 常 用 的 检 
测 系 统 有 放射 性 同位 素 ; WO, 荧光 和 化 学 发 光 [2 UO. 胶体 
金属 颗粒 中 和 染料 (1" 引 用 于 总 蛋白 染色 


11.2 > aU? 


53x BN xBUIKPÉgBI,CKOLECETEUES SZ, SE 
HE, UR, HARA 2 e E EIL DRE RE Ez 3E a [8] s (6 R8. Eo 
前 者 适合 于 较 长 时 间 的 转移 。 
11.2.1 从 SDS ERERKEN 
11.2.1.1 溶液 配置 


(1) 连续 缓冲 系统 
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HAK, 39mmol/L;: Tris, 48mmol/L; SDS, 0.0375 96 
(wa); PÈ; 20% (v/v). IHiBUS dS HDOGBCKBEOR S. XT AD 
系统 可 用 作 骨 极 缓 神 液 ， 也 可 用 作 阴 极 缓 冲 液 。 

(2) 不 连续 缓冲 系统 

HRZ I: 0.3 mol/L Tris, pH 10.4 ，20% 甲 醇 。 

HERRER II: 25mmol/L Tris, pH 10.4 ，20% FRF, 

阴极 缓冲 液 : 4mmol/L 6 -氨基 - n-ciBE, pH 7.6 , 2096 f 
RE. 

f nA rp rm Hn ur pLBl up SDS 些 胶 的 肿胀 ， 得 由 于 它 的 固 
定 作 用 可 能 使 蛋白 变性 ， 结 果 导 致 转移 效率 降低 。 反 之 ,甲醇 由 
于 增强 琉 水 反应 可 能 增加 蛋白 与 硝化 纤维 素 膜 的 结合 能 力 。 


11.2.1.2 转移 单元 的 组 成 


先 将 凝 胶 从 支持 膜 上 刊 离 下 来 ， 如 图 11.6 组 成 转移 单元 。 
如 使 用 连续 缓冲 系统 ， 阳 ， 阴极 侧 滤纸 使 用 相同 缓冲 液 。 如 使 用 
不 连续 缓冲 系统 ， 第 一 其 的 六 张 滤纸 用 阳极 液 上 浸 湿 并 放 在 阳极 
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ER (MRD 


图 11.6 转移 单元 的 组 成 
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板 上 。 如 有 多 个 转 称 单元 时 ， 第 一 层 的 二 张 滤纸 用 阳极 液 上 [ 泌 
混 ， 每 个 单元 的 最 后 三 张 滤纸 和 邻近 阴极 板 的 六 张 滤纸 用 阴极 液 
浅 湿 。 操 作 时 应 带 手 套 。 每 层 之 间 要 避免 气泡 。 为 了 确保 电流 仅 
仅 通 过 癣 胺 ， 要 使 所 有 转移 单元 的 组 成 都 与 被 转移 的 疼 胺 有 同样 
的 大 小 。 相 同形 式 和 大 小 的 几 块 凝 胶 能 同时 把 一 个 单元 堆 在 男 -- 
个 单元 二 进行 转移 。 可 同时 转移 的 单元 数 取 决 于 仪器 的 性 能 。 在 
Anek : 张 玻璃 纸 透 析 膜 ， 以 防止 转移 单元 之 间 的 交叉 污 
Ro 


11.2.1.3 电 参 数 
转移 时 的 电流 为 0.8 mAn SNS 凝 胶 转 移 所 需 的 时 间 约 
为 0.5 ~ 上 小时。 版 决 于 固定 化 材料 利 缓冲 液 的 选择 ， 仪 器 的 性 
能 等 。 
11.2.2 从 琉 脂 糖 凝 腕 上 转移 蛋白 
11.2.2.1 溶液 配置 


不 连续 缓冲 系统 

阳极 缓冲 液 ]: 0.3 mol/L Tris, pH 10.4 。 
FEE ZR DEED: 25mmol/L Tris, pH 10.4 。 

表 极 缓冲 液 : dO mmol/L 6 -KGE- n-d, pH 7.6 . 


11.2.2.2. 转移 单元 的 组 成 
同 11.5.1.2 ，SDS REB SERE ATHAR, 
11.2.2.3 电 和 参数 


转移 的 电流 也 为 0.8 mAxem2。 介 由 于 琼脂 糖 凝 胶 孔 径 人 ， 
转移 所 需 的 时 间 约 为 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 的 -- 半 。 
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11.2.3 从 等 电 聚 焦 凝 胶 上 转移 蛋白 
11.2.3.1 溶液 配置 


连续 缓冲 系统 的 配置 同 11.5.1.1 SDS 北 胶 的 转移 。 

不 连续 缓冲 系统 

阳极 缓冲 液 工 : 0.3 mol/L Tris, pH 10.4 。 

BI Zh EE 0.1 mol/L Tris, pH 10.4 。 

阴极 缓冲 液 : 0.1 mol/L AAR, 0.01% (WW) SDS, 
pH10.5 , SDS 的 存在 有 利于 蛋白 的 组 成 ,， 


11.2.3.2 转移 单元 的 组 成 
IHI11.5.1.2 SDS 凝 胶 转移 单元 的 组 成 。 
11.2.3.3 电 参 数 
同 11.5.1.3 SDS 凝 胶 转移 单元 ， 


11.2.4 检测 


电泳 转移 后 ， 小 心地 从 固定 化 材料 上 剥离 凝 胶 。 如 果 有 小 块 
HEBER, HARK, AE ARHAR, RM 
ERR LAU EHE SPORE (ENS LIBE “HA” Bru pH E, 
也 可 以 立即 染色 或 用 其 他 方式 检测 。 大 部 分 用 于 电泳 的 染色 方法 
都 可 用 于 膜 。 主 要 的 限制 是 背景 染色 。 印 度 黑 染色 很 灵敏 ， 可 达 
100ng， 而 及 只 有 很 畔 的 背景 ![3]。 氨 基 黑 染色 背景 也 很 弱 ， 染 色 
时 间 只 要 1 小时， 灵敏 度 为 1.5 ng， 可 同时 用 于 凝 胶 和 膜 [11。 

如 将 干 膜 染 色 ， 首 先 应 该 将 膜 放 在 水 中 ， 否 则 高 浓度 的 甲醇 
会 将 膜 弄 扭 盟 ， 甚 至 溶解 。 如 果 转 移 后 在 Denhardt 试剂 或 牛 和 页 
清白 蛋 所 中 温 育 ， 能 得 到 较 好 的 结果 ， 但 背景 也 较 高 。 使 用 放射 
性 标记 蛋白 时 ， 应 该 先 干燥 膜 ， 再 做 放射 自 显影 。 
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最 近 ，Heukeshoven 等 "4 对 超 薄 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 的 印迹 材 
料 ， 印 迹 方 法 和 各 种 显 色 方法 ， 如 印度 黑 染色 ， 银 染 ， 金 染 等 作 
T "eB ERE. 


11.3 实验 考 上 处 
11.3.1 电泳 转移 的 效率 


电泳 转移 是 存 电 场 下 将 蛋白 从 凝 胶 中 转移 到 膜 上 ， 与 其 他 方 
式 相 比 ， 这 种 方式 有 较 高 的 转移 效率 ， 只 需 短 的 时 间 、 并 且 转 移 
条 件 比 较 精 确 ， 重 复 性 好 。 转 移 效率 取决 于 分 离 蛋 白 的 具 胶 系统 
和 重 日 质 的 分 子 旺 。 如 从 聚 内 贤 酰 胺 凝 胶 中 转移 蛋白 只 要 1 小 
时 ,但 为 了 得 到 相同 的 转移 效率 ， 从 SDS RA A Bici E En E 
移 ， 则 需要 24 小 时 3]。 转 移 分 子 量 大 于 100kD 的 蛋白 所 需 时 间 
也 较 长 。 为 此 ， 可 在 转移 前 用 简单 而 巧妙 的 原 位 消化 技术 Cin 
situ digestion technique)[ 将 蛋白 断裂 成 几 个 小 的 多 肽 。 在 组 装 
HERRI, AMARAH (pronase) 溶液 浸泡 固定 化 膜 ， 
链 霉 重 日 酶 是 一 种 经 济 、 稳 定 的 宽 谱 酶 。 一 旦 电泳 转移 开始 ， 链 
霉 蛋 纪 酶 从 膜 中 进入 凝 胶 ， 在 凝 胶 中 将 蛋白 消化 。 另 一 种 方法 是 
原 位 的 多 上 肘 图 技术 (in situ peptide mapping technique) US) ,— 虽然 
这 种 方法 比较 消耗 时 间 ， 并且 有 限 寺 几 种 看 扫 , 但 它 可 以 详细 测 
定 蛋 白 与 探 针 专 一 结合 区 的 分 布 !]。 这 两 个 方法 虽然 都 能 大 大 
提高 转移 效率 ， 但 同时 它们 都 破坏 蛋白 内 的 电位 结合 区 。 


11.3.2 转移 缓冲 液 


转移 缓冲 液 的 选择 在 任何 方式 的 蛋白 印迹 实验 中 都 是 非常 重 
要 的 。 对 凝 胶 、 介 质 和 膜 的 特性 都 需要 考虑 。 缓 冲 液 的 组 成 对 蛋 
日 与 膜 和 探 针 的 结合 起 着 决定 的 镍 用 。 例 如 去 污 剂 会 干扰 蛋白 与 
硝化 纤维 素 膜 的 结合 "7 ?1，Tris 和 甘氨酸 能 和 腊 上 的 大 部 分 活 
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性 基 周 反应 。 如 果 采 用 点 印迹 、 扩 散 印 迹 或 溶剂 流 印 迹 ， 对 缓冲 
液 的 限制 主要 考虑 与 膜 的 相互 作用 。 如 用 电泳 印迹 ， 离 子 强度 也 
必须 考虑 ， 因 为 缓冲 液 的 导电 性 决定 了 转移 的 条 件 。 转 移 缓冲 液 
还 会 影响 蛋白 的 复 性 或 性 白 构象 的 保持 以 及 随后 的 检测 [4,80] 。 

A SDS R pi Hi B Hz AE He v, vk PaA de 2T 2E 3X RR B9 2 EROBL E OE 
用 Towbin 等 的 方法 [14] «. 25 mmol/L Tris, 192mmol/L HAM, 
pH8.3, 20% FE., PAN MA SDS- 和 蛋白 复合 物 中 除去 SDS， 还 
能 增加 蛋白 矿 和 硝酸 纤维 素 膜 的 亲和力 。、 甲 醇 可 能 在 凝 胶 的 小 扎 
中 引起 还 原 肥 应 ， 限 制 了 一 些 蛋 据 的 转移 /4.34.。 它 也 订 能 引起 
一 些 蛋 扬 沉 注 或 变性 ， 导 致 转移 效率 不 高 或 损失 生物 活性 。 除 去 
SDS 后 ， 碱 性 蛋白 可 能 灾 成 阳 离 亲 或 中 性 型 难以 洗 脱 ， 如 溶菌 
B (14400, pI 10—11) 存 上 述 缓 冲 液 中 转移 不 如 一 些 比较 大 的 
BA., WAER (66 200，pl 4.9 )。 在 这 种 情况 下 ， 为 了 改善 
转移 ， 需 要 加 一 些 SDS (高 至 0.1 %) 到 转移 缓冲 液 中 [29,81] 。 
使 用 Towbin 绥 冲 液 应 避免 在 缓 串 液 中 长 时 间 平 衡 疑 胶 ， 短 时 间 
的 漂洗 凝 胶 会 得 到 比较 好 的 结果 ,在 Tris -甘氨酸 中 不 加 甲醇 ， 
SDS -有 蛋 忽 复合 物 能 十 分 有 效 地 转移 到 带 正 电 的 尼龙 膜 上 [34] 。 

不 同 的 印迹 应 该 使 用 不 同 的 转移 缓冲 液 ， 永 素 胶 通常 在 
0.7 % 醋 酸 中 转移 [4] 。 转 移 到 DBM 和 DPT 纸 上 应 使 用 磷酸 钠 
或 硼酸 钠 缓 冲 液 [3?'?]。 不 含 甲 醇 的 ， 稀 的 Tris -甘氨酸 缓冲 液 
(15.6 mmol/L Tris, 120 mmol/L FAM, pH 8.3) 和 Tris - 
MER (41m mol/L Tris, 40mmol/L ER, pH8.3) 适合 于 
转移 到 带 正 电 的 尼龙 膜 上 [34]。 碱 性 缓冲 液 (25mmol/L 乙醇 胺 
-甘氨酸 ，pH9.5 ~10)1809 和 碳酸 盐 缓冲 液 ，pH 9.8[80.8] 可 用 于 
碱 性 蛋白 。 

选择 转移 缓冲 液 很 重要 的 一 点 是 考虑 感 兴趣 蛋白 的 等 电 点 。 
如 果 缓 冲 液 的 pH 不 合适 会 导致 蛋 岂 迁移 变 慢 ， 甚 至 不 能 转移 到 
BE, 

在 转移 缓冲 液 或 凝 胶 中 使 用 去 污 斌 会 影响 在 NC 膜 上 结合 
保持 的 蛋 握 量 。 可 以 明显 地 观察 到 SDSU* 889, Np- 4907, & 
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Triton X - 100U9 4:25 & s mi o £F Hfe SERE E58: XR DR. CHAPS 
e HAEC SRL RR R4 SO 两 性 离子 去 污 剂 似 
PRAHA FHRS 

虽然 低 离 子 强 度 的 缓冲 液 由 于 产生 较 高 的 电场 强度 可 能 提高 
转移 效率 ， 但 报道 指出 ， 高 离子 强度 的 缓冲 液 能 提高 高 分 子 量 和 蛋 
白 的 转移 效率 (4497 -名 ， 原 因 可 能 是 增强 了 破水 相互 作用 。 


11.3.3 封 HE 


转移 后 为 防止 探 针 与 蛋白 的 非 专 一 性 结合 2 
389916138 E39] pr 0992). E mE EE EU. BEBE BU, 
ZERO: 动物 血清 4. ， 栈 蛋白， 脱脂 干 奶 〈Blotto)1%5， ^) 
和 无 离子 去 污 剂 叶 温 - 2009099597. & Bb BH BURR- RO 
特点 ， 如 血红 蛋白 对 膜 产生 “ 负 染 "[%4]; 鱼 白明 胶 易 溶解 ， 能 在 
4 使 用 ， 但 会 屏蔽 印迹 蛋白 :9]，Blotto 经 济 ， 且 易 使 用 ， 但 它 
含有 竞争 性 的 反应 物 《〈《 如 生物 素 )， 因 而 引起 信和 号 强度 的 减 
HOE ;血清 含有 潜在 的 交叉 反应 免疫 球 蛋白 [%; 牛 血清 白 蛋 白 
TUH SES Tuis We Yo, FHÓRURBESE ME TREE IE A 
R98.99]. 

过 高 浓度 的 封 阻 试剂 是 有 害 的 。- - 些 封 了 月 坛 剂 在 硝化 纤维 素 
膜 上 代 蔡 了 蛋白 的 位 置 !f6:%2,'%]。 和 蛋白 封 阻 试剂 的 浓度 不 应 超过 
3% ， 吐 温 - 20 的 浓度 不 能 超过 0.3 96, AEEA NP - 40, 
Triton X- 100 应 避免 使 用 [9358,84.87:%,100 ， 因 为 它们 比 吐 漫 - 20 
更 能 从 硝化 纤维 素 膜 上 和 替代 蛋 #7 ?9,2,%,101] mp Hg 
SIDSL%3,100] Np - 49087931011 Triton X -- 1000799810] 在 漂洗 和 
探测 过 程 中 会 使 一 些 蛋 白 从 硝化 纤维 素 膜 上 释放 。CHAPSL8] 和 
H- 200! 也 使 一 些 蛋 自从 硝化 纤维 素 膜 上 失去 ， 但 要 比 上 面 
提 到 的 去 污 剂 少 -- 些 。 

适合 于 各 种 检测 方式 的 理想 封 限 试剂 至 今 未 见报 道 。 对 硝化 
纤维 素 膜 |- 印迹 蛋白 的 免疫 检测 ，0.05% 叶 温 - 20 是 简单 、 有 效 
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的 封 阻 试剂 33.7, 加 j。Baldo 等 00 建议 印迹 后 ， 先 将 膜 在 3% 明 
胶 溶 液 中 漫 育 ， 然 后 在 0.05 % 吐 漫 - 20 中 洗 两 次 ， 每 次 5 分 钟 - 
用 于 封 阳 和 印迹 的 免疫 检测 的 最 好 的 缓冲 液 是 0.02 mol/L Tris- 
HCl, 0.5 mol/L NaCl, pH 7.5. 

带 正 电荷 的 尼 频 膜 比 硝 化 纤维 素 膜 需要 更 加 有 效 的 封 阻 ， 因 
为 这 些 膜 有 很 高 的 蛋白 结合 能 力 。 用 10% 的 明胶 或 牛 血 清白 蛋 
EITE 50¢; 过 夜来 封 阻 尼龙 膜 会 得 到 比较 低 的 背景 i 干 的 封 阻 
的 印迹 膜 能 在 室温 保存 风 个 上 月， 在 冰箱 或 冷冻 状态 下 保存 时 间 更 
长 。 


11.3.4 4$ Hu 


RERA [ul 09 i EUR BOUE ST FH T EREBTXRAER P3. POSEE XE 
REFR I PE SEES FO i 9 (es [6099102 71081- 配 体 能 用 于 探测 它 
PIANA S8 qi (5-55.107.108).— 核酸 能 用 于 检测 它们 各 自 的 结合 蛋 
白 !9~121。 抗 体 是 最 常用 的 专 一 探 针 i1" 是 。 当 用 抗体 作 探 针 
时 称 为 免疫 印迹 。 封 阻 后 ， 膜 用 专 一 的 第 一 抗体 温 育 (从 粗 制 抗 
血清 或 培养 土 清 液 到 纯化 的 抗体 》。 漂 洗 后 ， 用 第 二 抗体 温 育 ， 
第 二 抗体 通常 是 高 度 纯化 的 ， 并 用 放射 性 同位 素 标记 报告 基 团 的 
酶 或 金属 胶体 。 在 没有 反应 的 第 二 抗体 被 洗 去 后 ， 便 可 检测 到 感 
兴趣 的 抗原 ， 

高 纯度 的 ， 高 亲 抗 原 性 抗体 是 最 好 的 原始 和 第 二 免疫 探 针 ， 
使 用 高 浓度 的 抗体 会 肿 重 由 于 交叉 反应 和 非 专 一 性 相互 作用 引起 
的 噪音 信和 号。 免疫 试剂 的 合适 浓度 都 必须 经 验 性 地 浏 定 。 点 印迹 
可 方便 地 用 于 测定 抗体 的 工作 浓度 。 抗 血清 常用 1:100 一 1:5000 
售 稀释 ; 培养 液 上 清 用 1:2 一 1:100; 腹水 用 1:200 一 
1:10 000L03:。 第 二 抗体 - 酶 结合 物 通常 用 1:3000H21。 为 了 减少 
探 针 在 樟 上 的 非 专 一 性 吸附 。 在 稀释 缓冲 液 中 应 包括 此 温 - 20 和 
压 载 (ballast) 异种 蛋白 。 封 阻 溶液 常常 是 很 好 的 探 针 稀释 液 。 
通常 可 用 196 明胶 ，0.05% HH- 20 (在 0.02 mol/L Tris-HCl, 
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0.5 mol/L NaCl, pH 7.5 中 ) 作为 稀释 缓冲 液 。 

单 特异 性 抗体 可 用 于 不 清晰 的 印迹 分 析 ， 抗 体 的 质量 应 该 用 
对 照 实验 来 测定 。 多 克隆 抗体 和 单 克隆 抗体 应 纯化 ， 最 好 用 亲 和 
柱 吸附 的 方法 从 原始 血清 中 除去 潜在 的 交叉 反应 抗体 [102]。 

fü SERES ZEE A (staphylococcal protein A) US 3088 Sj SR EE 
Él G (staphylococcal protein G):1 5: EA Fd 238 Opik zoe p d 
S UNE RETERS AS VE UR REEL SU RO EAREN E. SEPA 
是 两 者 之 中 用 得 比较 好 的 一 种 ， 它 结合 到 IgG 分 子 的 Fc 部 
分 :06- 。 在 免疫 检测 条 件 下 ， 一 个 标记 蛋白 A 的 分 子 仅仅 结合 到 
一 个 IgG 分 子 上 18:。 量 白 G 的 功能 与 蛋白 A 类似 ,但 它 能 在 
较 大 的 范围 辨别 免疫 球 人 蛋白 。 

三 重 抗体 探 针 方法 【Triple antibody probing method) 即 预先 
形成 酶 和 抗体 的 复合 物 ， 就 像 第 二 抗体 与 第 一 抗体 的 交 联 一 样 也 
可 用 于 探测 L171。 许 多 工作 者 利用 生物 素 与 抗 生 物 素 之 间 的 牢固 
结合 来 标记 印迹 蛋白 [6'108.19]。 生 物 素 是 一 种 小 分 子 {分 子 量 
244)， 它 能 结合 在 蛋白 上 ， 并 对 和 蛋白 结构 只 有 较 小 的 影响 1201。 
抗 生 物 素 蛋 白 是 卵 白 蛋白 的 糖 蛋 白 ， 它 能 很 紧密 地 结合 到 生物 泰 
上 。 用 生物 素 和 抗 生 物 素 重 马 标记 印迹 蛋白 有 几 种 不 同 的 方式 ， 
主要 取决 于 系统 的 组 成 [22] Baldo 5092 Ais jl Ac ft DO p ^k Y CR 
ELRLd: 723€ 8E ELE 10 899 er gr 6 STR 


11.3.5 总 蛋白 染色 


除了 高 灵敏 和 特异 性 的 酶 免疫 ， 放 射 免 疫 和 荧光 免疫 检测 
5b, 一些 用 于 凝 胶 总 人 蛋白 染色 的 方法 同样 可 用 于 印迹 后 蛋白 检 
测 。 阴 离 地 染 料 是 最 常 使 用 的 ， 特 别 是 氨基 上 时 ， 脱 色 快 ， 背 景 
低 ， 检 测 极 限 可 达 1.5 pgl4]。 考 玛 斯 亮 蓝 虽然 与 氨基 黑 有 相间 
的 灵敏 度 ， 但 脱色 慢 ， 背 景 高 2]。 丽 春 红 S (ponceau S) 123: 0241 
和 快 绿 "2 在 检测 后 容易 从 蛋白 中 除去 ， 以 便 进行 随后 的 氨基 酸 
分 析 。 阴离子 染料 有 三 个 缺点 : 外 溶液 系统 中 的 甲醇 会 引起 硝化 
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纤维 素 膜 的 皱 疝 或 破坏 ; @ 不 能 用 于 带 正 电荷 的 膜 ， 如 尼龙 膜 ， 
因为 它 会 使 膜 本 身 染 色 ; QRRE RE, 

印度 墨水 (indian ink) 也 可 用 于 总 蛋白 染色 !25 ， 它 比较 经 
济 ， 并 且 不 会 使 障 皱 缩 ， 检 测 极限 为 100ng， 但 它 与 染料 出 厂 的 
揪 导 和 蛋白 特性 有 关 ， 如 不 能 检测 亲 水 蛋 广 (分 于 量 蛋 白 标准 中 
的 大 豆 胰 蛋白 酶 抑制 齐 } 、 因 此 有 可 能 丢失 未 知 蛋白 带 。 

已 报道 的 印迹 蛋白 的 银 染 方法 的 结果 并 不 理想 [26,27- ， 但 
胶体 金 方法 上 分 讽 敏 [49042819]， 可 检测 低 至 几 个 pg 范围 的 日 
标 蛋 白 ， 如 果 顺 后 再 进行 银 染 ， 灵 敏 度 会 更 高 ， 但 胶体 金 染 色 不 
稳定 ， 并 月 不 能 用 于 尼龙 膜 。 胶 体 铁 6?: 虽 然 比 胶体 金 的 灵敏 度 
要 低 Sf, (HSEIE EE ETE RRR E, 

生物 素 化 作用 是 灵敏 度 在 阴离子 染料 和 胶体 爹 之 间 的 一 种 总 
蛋白 染色 方法 。 它 能 用 于 任何 一 种 膜 ， 包括 尼 龙 膜 351。 


11.3.6 ”转移 膜 的 塑料 包 埋 和 透明 化 50， 


申 于 硝化 纤维 索 膜 的 不 透明 性 以 及 膜 的 小 孔 对 光 的 散射 ， 内 
癣 读 法 用 透射 光 对 印迹 膜 上 的 蛋白 带 进行 定 量 扫描 。 为 此 可 将 膜 
浸泡 在 -种 单 体 溶液 中 ， 此 单 体 洲 液 在 紫外 光 下 聚合 时 与 硝化 纤 
维 素 膜 具有 相同 的 折射 指数 ， 这 样 便 能 得 到 机 械 强 度 比 产 来 的 硝 
化 纤维 素 膜 好 ， 并 县 具 有 透明 背景 的 膜 。 


141.3.6.1 溶液 和 材料 


(1) 单 体 溶液 

将 0.5g Z3% Z, BE NIB HE (benzin methyl ether) 溶解 在 
25ml 单 体 溶 液 中 。 单 体 溶 液 为 TMPTMA | (Trimethylol propane 
trimethacrylate)。 溶 解 需要 几 个 小 时 ， 溶 液 应 避 光 低温 保存 。 

(2) fH 

可 选用 投影 膜 (125 micron polyviny chloride film) 3 B S 
(polyester film) 
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(3) 紫外 光源 
荧光 管 ， 长 波 紫 外 灯 或 低能 量 紫 外 光源 均 可 使 用 ， 但 使 用 不 
iE) 35: IT FR s BEBE ep BT BIA P o 


11.3.6.2 操作 


1) 完全 干燥 而 化 纤维 素 膜 。 

2) 在 一 张 略 天 于 硝化 纤维 素 膜 的 塑料 膜 上 倒 一 定量 的 单 体 溶液 ， 
展 知 洲 液 使 其 与 膜 的 面积 相等 。 

3) 将 膜 的 一 边 与 溶 滚 接触， 再 慢 慢 将 膜 放 在 单 体 溶 液 上 。 

4) 滴 一 些 单 体 溶液 覆盖 整个 膜 ， 再 盖 上 塑料 膜 ， 用 滚 简 压 出 所 
有 的 气泡 ， 

5) 用 紫外 光照 射 ， 使 其 聚合 ， 照 射 时 间 取决 于 光源 。 


11.3.7 垂直 模式 和 水 平 半 和 干 式 电泳 印迹 


电泳 印迹 自前 - 般 有 两 种 方式 ， 一 种 是 用 装 有 人 金属 丝 电极 的 
垂直 缓冲 液 槽 :14.16.2 -31132]， 另 一 种 是 平板 电极 ， 虽 做 “ 半 干 
转移 "022 -135]。 两 种 装置 各 有 优 和 缺点， 但 后 一 种 装置 被 更 多 人 接 


受 。 


垂直 转移 档 通 常 是 用 塑料 制作 ， 凝 胶 和 膜 组 成 “三 明治 ” 垂 
直 地 放 在 其 中 ， 转 移 权 的 两 壁 装 有 白金 丝 电极 :30.130。 见 图 11.4 
(A)。 半 二 转移 时 ，“ 三 明治 ”水 平地 放 在 两 合用 缓冲 液 浸 混 的 
滤纸 之 间 ， 并 直接 与 两 块 石墨 电极 板 接 触 (132,13]， 所 谓 “ 半 干 ” 
就 是 只 需要 少量 缓冲 液 浸 湿 转移 单元 所 用 的 滤纸 。 用 半 于 方式 进 
行 多 次 转移 时 ， 在 转移 单元 之 间 要 放 上 透析 膜 ， 以 防止 蛋白 穿 过 
膜 进 人 另 一 转移 单元 。 但 用 垂直 模式 进行 多 块 凝 胶 同 时 转移 时 ， 
转移 单元 之 间 不 需要 用 透析 膜 。 由 于 大 张 透析 膜 比较 昂贵 ， 生 状 
与 亚 之 间 易 形成 气泡 ， 所 以 乘 直 模式 更 适合 多 块 凝 胶 的 同时 转 
移 。 

半 干 转移 比 冬 直 槽 式 所 需 的 缓冲 液 少 得 多 ， 前 者 只 需 几 到 见 
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于 毫升 ， 后 者 则 需 几 百 到 几 千 毫升 。 有 的 报道 认为 半 王 转移 需要 
不 连续 缓冲 液 !8321， 伍 也 有 作者 认为 使 用 不 连续 缓冲 液 并 没有 优 
gU 

半 于 转移 对 电源 的 要 求 不 高 ， 在 其 他 条 件 相 同 的 情况 下 ， 灶 
二 转移 所 需 的 电压 和 电流 只 是 垂直 模式 的 二 分 之 --。 后 者 由 于 疹 
场 强 ， 最 好 用 冷却 的 缓冲 液 。 在 半 寺 印迹 中 使 用 高 场 强 会 导致 站 
EE iH BEIER 


11.3.8 ”印迹 过 程 中 出 现 的 问题 及 解决 办 法 


(1) 凝 胶 粘 在 支持 膜 上 

电泳 后 欲 转 移 的 凝 胶 最 好 不 要 聚合 在 烙 得 很 紧 的 支持 赐 或 玻 
坟 上 ， 以 便 电 湾 大 剥离 ， 耕 则 要 用 去 膜 器 剥离 凝 腕 。 

(2) 各 直 横 式 转 物 时 ， 气 泡 不 易 从 泡沫 塑料 上 除去 

这 是 由 于 缓冲 液 的 表面 张力 太 高 ， 可 在 印迹 缓冲 液 中 加 一 些 
KFM (40.1 % SS), 

(3) ERAH, fREERCRAEXE 

转移 槽 应 关 紧 ， 否 则 印迹 会 失败 。 如 果 凝 胶 厚 ， 可 少 放 几 层 
滤纸 或 只 用 一 块 泡沫 塑料 。 

(4) 转移 缓冲 液 变 热 

这 是 由 于 电流 或 场 强 大 大 ， 应 降低 电功率 或 预 冷 缓冲 液 或 在 
印迹 过 程 中 使 用 热 交换 装置 。 

(5) 印迹 后 取 膜 有 困难 

常常 是 由 于 凝 胶 太 粘 所 致 ， 所 以 在 印迹 前 应 把 凝 胶 在 印迹 液 
中 放 3 一 4 分钟 。 大 孔径 瞻 胶 《等 电 聚 焦 胶 ， 琼 脂 糖 胶 》 应 使 用 
0.45 um 的 膜 。 

(6) 没有 转移 到 印迹 膜 上 
1; 可 能 是 鳃 迹 品 让 在 凝 胶 的 错误 侧 。 如 用 碱 性 缓冲 系统 ， 印 迹 

lis fERIBE B. ün)HHRTESE MORE HE, EDEN RV ZEERHES Mf. 
2) 可 能 是 毯 移 单 无 的 方向 错误 
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3) 串 能 是 电流 极 性 错误 

(7) 转移 不 完全 ， 蛋 身分 子 仍 留 在 北 胶 中 

如 蛋 包 的 分 子 量 太 大 ，、 可 在 转移 前 先 用 蛋白 酶 消化 ， 并 使 用 
PB HE GERE o 

样品 中 时 白 的 迁移 速率 相差 太 大 ， 小 分 子 已 被 转移 时 ， 大 分 
子 仍然 留 在 凝 胶 中 。 此 时 应 选用 半 千 转移 ， 并 使 用 不 连续 缓冲 系 

如 案 在 转移 缓冲 液 中 有 甲醇 ， 凝 胶 皱 缩 太 严重 ， 也 会 虹 致 转 
EPER, 

转移 时 间 太 短 或 场 强 太 低 也 是 转移 不 完全 的 因素 。 

如 果 被 转移 的 租 白 葵 / 质 比 太 低 ， 造 成 沉淀 ， 应 改变 转移 组 
冲 液 的 pH， 和 使 其 远离 蛋白 的 pI， 或 加 0.01 % —0.1 96 SDS HA 
HEAT., 

(8) 转移 效果 不 好 

分 子 昌 然 已 迁移 出 凝 胶 ， 但 只 有 很 少 转移 到 印迹 膜 上 。 

固定 化 材料 的 结合 效率 太 低 ， 应 选用 合适 的 膜 

重 氮 化 纸 (DBM R DPT) 没有 被 活化 或 去 活化 。 活 化 后 应 
立即 使 用 。 

由 于 去 汽 齐 的 存在 ,减弱 了 并 与 蛋白 的 结合 能 力 。 

趟 浓度 太 高 战 太 低 ，pH 值 不 合适 ， 场 强 太 高 ， 转 移 时 间 太 
长 都 会 导致 转移 效果 不 佳 。 

(9) 转移 不 好 ， 有 蛋白 谱 型 改变 

这 是 由 于 转移 单元 中 各 层 之 间接 触 不 好 ， 有 气泡 。 为 此 可 在 
缓冲 液 中 组 装 “ 三 明治 ”， 人 避免 气泡 陶 入 。 

在 转移 过 程 中 凝 胶 肿胀 ， 为 此 可 在 缓冲 液 中 如 20% 甲醇 ， 
浸泡 凝 胶 30 分 钟 一 1 小时， 使 凝 腕 预 肿胀 。 

为 了 防止 扩散 ， 组装“ 三 明治 ”的 时 间 和 平衡 时 间 应 尽 可 能 
缩短 ,特别 是 大 孔径 凝 胶 ， 在 凝 胶 和 膜 接 稻 后 不 要 再 移动 。 

(10) 只 检测 到 很 少 的 蛋白 

为 了 有 防止 漂洗 缓 中 液 和 封 阴 缓冲 液 中 的 去 污 剂 {如 时 温 ， 
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Np: 


40) 洗 去 蛋 折 ， 不 要 使 用 去 污 剂 或 减少 其 浓度 ，。 
使 用 祖 式 转移 时 大 量 蛋 握 易 被 留 在 固化 膜 中 不 易 检 测 ， 应 改 
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选用 灵敏 的 检测 方法 . 

(11) 背景 太 深 

使 用 较 高 的 温度 《37 人世) 并 延长 封 阻 的 时 间 。 

如 是 由 于 封 阻 试剂 的 交叉 反应 所 引起 ， 应 使 用 不 同 的 封 阻 试 
如 鱼 明 胶 ， 低 脂 奶 粉 。 
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第 十 二 章 制备 电泳 


蛋 贞 质 的 分 离 纯化 是 研究 其 结构 、 特 狂 和 功能 的 基础 ， 诸 如 
一 级 结构 ,溶液 构象 ， 蝇 体 结构 ， 免 疫 功 能 和 生物 机 理 等 研究 都 
必须 用 一 定量 并 只 有 活性 的 纯 样品 作为 研究 材料 。 重 白质 分 离 纯 
化 的 方法 有 选择 况 座 ， 离 心 ， 超 滤 ， 液 相 色 谱 和 电泳 等 等 、 这 些 
方法 各 有 所 长 ， 也 各 有 其 局 限 性 ， 有 时 述 需 要 多 种 方法 的 结合 。 
电泳 作为 制备 方法 近年 来 越 来 越 为 人 们 所 关注 0， 它 可 以 通过 
KARARRI, SDS Bk, un UITAE, E 
续 目 由 流 电泳 等 方法 来 实现 。 好 的 分 离 方法 应 该 具有 上 样 量 大 ， 
回收 率 高 ， 纯 度 好 ， 活 性 强 ， 纯 化 周期 短 ， 方 法 简 使 等 特点 。 


12.1 à Af, 


严格 来 说 洗 脱 不 能 达到 制备 的 中 的 ， 它 只 能 得 到 微克 到 毫克 
级 的 样品 。 通 常 是 用 其 他 方法 分 离 的 粗 样 蝇 通 过 某 种 电泳 方法 进 
-一 步 分 离 纯化 后 ， 再 用 扩散 洗 脱 或 电泳 洗 脱 收集 纯 样 品 ， 继 而 用 
作 其 他 分 析 的 需要 。 


12.1.1 f RU 


全 散 洗 陪 是 用 解剖 刀 或 匀 凌 器 将 凝 胶 切 片 的 碎 ， 以 增加 凝 胶 
的 表面 积 ， 然 后 用 大 约 3 倍 体积 的 合适 的 缓冲 流 混 泡 。 如 果 和 蛋白 
对 温度 不 敏感 ， 则 可 在 XTC 或 更 高 温度 下 保温 ， 以 改善 洗 脱 的 
效果 。 对 大 体积 的 缓冲 液 嚼 然 能 得 到 良好 的 产 率 ， 但 洗 脱 后 样品 
稀释 倍数 太 大 ， 难 以 回收 。 洗 脱 后 的 凝 膀 碎片 可 简单 地 用 离心 方 
法 除去 ， 
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12.1.2 ki 


电泳 洗 脱 通常 是 用 一 定 的 装置 (如 BioRad 公司 的 The 
Whole gel eluter) 从 某 种 电泳 分 离 后 的 凝 胶 中 电泳 洗 脱 蛋 白质 ， 
并 分 别 移入 小 室 中 骨 收 集 。 

不 管 是 扩散 洗 脱 还 是 电 涨 洗 陪 ， 电 极 缓冲 液 和 洗 脱 缓冲 液 的 
pH， 离 了 强度 ， 凝 胶 的 浓度 和 厚度 ， 电 压 梯 度 ， 收 集 物质 的 量 ， 
洗 脱 缓冲 液 的 体积 和 操作 温度 都 影响 洗 脱 效果 。 


12.2 过 续 电 泳 
12.2.1 连续 洗 脱 电泳 


使 用 连续 洗 陪 的 案 两 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 或 琼脂 糖 电泳 能 制备 微 
克 到 毫克 级 的 多 肽 ,蛋白 或 核酸 。 装 置 可 以 是 各 种 各 样 的 。Bio- 
Rad 公司 的 Prep cell 是 把 样品 直接 加 在 固体 凝 胶 的 表面 ， 分 子 经 
过 电泳 分 离 后 ， 由 流动 的 缓冲 液 洗 脱 ， 纯 化 后 的 分 子 被 浓缩 ， 并 
由 蠕动 泵 和 部 分 收集 器 收集 。 


12.2.2 连续 自由 流动 电泳 
连续 自由 流动 电泳 是 一 种 经 典 的 用 于 分 析 的 电泳 91， 分 辩 
率 不 高 。 现 在 较 多 的 用 于 制备 ， 如 多 通道 流动 电泳 技术 能 在 每 小 
时 处 理 几 十 毫克 样品 ， 并 具有 较 高 的 活力 [3]。 
12.2.3 ”空间 电泳 [1 
在 地 面 实验 中 ， 对 流 和 样品 沉降 是 自由 溶液 电泳 分 离 的 两 大 
限制 因子 ， 但 在 空间 的 微 重力 条 件 下 ， 这 两 个 因子 可 以 被 忽 酷 ， 
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因而 在 空间 使 用 连续 自由 流 电泳 可 以 竺 到 高 产量 和 高 质量 的 分 离 
纯化 样品 。 

国际 上 对 空间 电泳 的 探索 寺 始 于 50 年 代 。1971 F, 美国 
Apollo-14 开始 了 第 -次 空间 电 访 实验 ， 尽 管 没 有 成 功 ， 但 在 此 
基础 二 ，70 年 伐 末 美 国 和 西 德 在 空间 或 空间 实验 宁都 成 功 地 分 
离 了 细胞 435]。1982 年 苏联 成 功 地 使 用 Ampholine (瑞典 LKB 公 
Hd) 等 电 课 焦 电泳 方法 在 空间 分 离 了 生物 大 分 子 和 细 
胞 !'471。 至 今 已 有 大 量 的 有 关 文 献 报道 6-12]， 如 美国 Hymer 
等 呈 : 的 报道 ， 在 空间 的 分 离 量 可 比 地 面 高 500 倍 ， 分 辩 率 高 
125 倍 。 


12.3 等 电 聚 仿制 备 电 泳 


等 电 聚 焦 制 备 电泳 是 -种 非 变 作 制备 技术 。 由 于 等 电 聚 焦 电 
瀛 技术 的 特点 ， 因 而 是 一 种 理想 的 制备 方法 。 等 电 素 焦 制备 电泳 
大 致 有 以 下 几 种 : 


12.3.1 液体 介质 


垂直 柱状 蔗糖 密度 梯度 等 电 聚 焦 是 瑞典 LKB 公司 早期 用 于 
制备 和 分 析 目 的 的 等 电 聚 焦 方 法 。 载 体 两 性 电解 质 在 蔗糖 密度 梯 
度 柱 中 形成 pH 梯度 ， 样 品 根据 它们 的 等 电 点 进行 分 离 ， 使 用 这 
种 方法 所 和 需 的 时 间 较 长 。 

BioRad 公司 的 Retotor 也 使 用 液体 介质 进行 制备 等 电 聚 焦 ， 
但 它 是 水 平 圆 柱状 方式 ,分 成 20 个 腔 。 腔 间 用 单 丝 聚 酯 得 做 成 
的 膜 隔 开 ， 据 称 使 用 这 种 方法 所 需 的 分 离 时 间 只 要 4 小 时 左右 ， 
上 样 量 可 达 4g。 
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12.3.2 RTE 


fE I R PE E REDE TED Sx RE EAT iis] c S5 E R RT DURS 
到 很 好 的 分 辩 率 ， 但 是 凝 胶 孔 径 小 ， 分 离 后 的 洗 脱 比 较 困 难 ， 所 
以 在 放 胶 介质 中 的 制备 等 电 聚 焦 大 都 采用 专门 纯化 厨 的 
Sephadex, LKB 公司 将 此 称 为 “Ultrodex” (WARR). Cir E 
少 ， 和 机 械 性 能 好 ， 电 滩 效 应 弱 ， 清 洗 后 可 重复 使 用 。 一 般 水 平 电 
泳 仪 均 可 使 用 凝 胶 介质 进行 制备 等 电 聚 焦 \13-。 


12.3.3 9f 法 [1] 


D WRR, DE, 染色 和 脱色 液 的 配置 同 第 六 章 “ 载 体 两 性 两 
解 质 pH 梯度 等 电 聚 焦 "。 

2) 95ml 去 盐 的 样品 液 加 5ml 载体 两 性 电解 质 。 

3) 将 Ag Ultrodex 慢 慢 地 加 人 人 上述 (2) 的 溶液 中 ， 边 加 边 搅拌 ， 
溶解 后 称 重 。 

4) 将 凝 胺 和 和 样品 溶液 倒 人 制备 驮 中 ， 轻 项 、 使 凝 胶 均 休 分 布 在 
盘 中 ， 见 图 12.1 。 称 烧杯 和 剩余 胶 液 的 重量 。 

5) 打开 胶 盘 上 方 70cm 处 的 小 风扇 ， 吹 胶 ， 使 水 分 蒸发 。 兄 图 
12.2 ， 歇 胶 一 段 时 间 后 ， 称 重 。 和 根据 Ultrodex HEER 882& 


图 ]12.1 奖 胶 和 样品 溶液 倒 人 制备 盘 
P, R, RERI 5 t ER F 
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发 限 ， 订 推算 出 应 燕 发 掉 的 水 的 重量 。 室 温 下 ， 一 般 要 吹 3 
~4 小时， 方 可 燕 发 掉 合 适 的 水 量 。 胶 中 的 含水 量 十 分 重要 ， 
若 过 高 ， 聚 焦 后 蛋 所 区 带 易 沉 各 在 胶 床 底部 。 纸 印 时 ， 滤 纸 
因 末 泪 .上 和 蛋白 而 无 法 显 色 ， 晾 辫 腕 中 的 蛋白 带 成 波浪 状 。 合 
水 量 过 低 ， 则 胶 床 开 裂 ， 


ha udi 


E 


图 12.2 WE 


为 了 缩短 电泳 时 间 和 提高 分 辨 率 ， 胶 液 中 可 以 先 不 要 加 
样品 ， 吹 胶 后 ， 将 等 电 点 附近 的 凝 胶 挖 出 和 样品 混在 一 起 ， 
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再 加 存 原 处 ， 见 向 12.3 。 
—jE B Ka A, KAKRA. TEZKE E kE B9 VS ADR E 
加 -一 些 0 .1 96 Triton X- 100, varo Er d de mm ED D, HE 
除 气泡 ， 使 胶 盘 和 冷却 板 很 好 地 接触 ， 以 利 热 传导 。 将 分 别 
浸 温 前 、 阳 两 极 电 极 液 的 电极 条 分 别 置 于 阴 、 附 两极 。 连 接 
电极 ， 防 通电 源 ， 开 始 电泳 。 电 泳 可 使 用 恒 功 率 方 式 ， 电 压 
缓慢 上 升 ， 电 菠 不 断 下 降 ， 一 般 应 电泳 过 伪 . 


mm 


6 


Ma” 


£t 


图 12.3 ”将 样品 和 吹 干 的 交 胶 混在 -起 ， 加 在 等 电 点 附近 


7 


N= 


电 瀛 结束 后 ， 用 一 张 干净 滤纸 从 胶 盘 一 端 盖 满 胶 面 且 不 留 气 
泡 ， 约 1 分 钟 后 小 心 将 滤纸 揭 下 。 与 凝 胶 接 触 的 面 朝 上 ， 放 
于 玻璃 板 上 用 冷风 吹 于 ， 将 滤纸 按 需 要 染色 ,这 就 是 所 谓 的 
“ 纸 印 ”技术 。 可 以 纸 印 几 种 被 纸 ， 以 不 同方 法 染色 ， 以 确认 
感 兴趣 蛋白 的 位 置 。 

8) 如 需要 ， 用 表面 电极 测定 凝 胶 中 的 pH 梯度 。 

9) 将 印 有 重 牟 条 带 的 滤纸 ， 置 于 胶 盘 下 ,在 灯箱 上 观察 。 根 据 
滤纸 上 蛋白 条 带 的 位 置 ， 用 不 锈 钢 勺 将 所 需 条 带 逐 一 取出 ， 
各 是 放 和 人 相应 的 洗 脱 小 柱 中 。 取 胶 时 动作 应 逃 速 ， 并 应 取 完 
全 ， 以 保证 产 率 . 
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10) 在 洗 脱 小 柱 中 加 和 人 适量 的 洗 脱 缓冲 液 ， 缓 冲 液体 积 过 小 ， 洗 
脱 不 充分 ， 影 响 产 率 。 洗 脱 液 体积 过 人 会 给 浓缩 带 来 困难 。 
洗 脱 小 柱 的 底部 有 -一 筛 孔 了 弄 ， 纯 化 的 蛋 晶 将 随 缓冲 液 流 下 ， 
胶 则 留 在 膜 上 。 

11) 载体 两 性 电解 质 无 毒 ， 分 子 量 约 为 1 000 A. EREI 
下 可 起 到 稳定 重 和 据 质 的 作用 ， 用 为 可 道人 性 结合 ， 所 以 可 用 透 
析 、 超 滤 、 硫 酸 铵 沉 深 ， 屋 析 等 方法 去 除 祥 品 溶液 中 的 载体 
两 性 电解 质 。 


12.3.4 实验 考虑 


1) 水 的 蒸发 量 应 掌握 好 。 燕 发 不 充分 ， 凝 胶 床 含水 量 大 ， 会 造 
成 谱 带 畸变 。 荫 发 量 超 过 产品 规定 的 燕 发 限 ， 电 泳 时 凝 胶 床 
下 渔 ， 引 起 烧 胶 ， 

2) 载体 两 性 电解 质 的 选择 同 分 析 等 电 聚 焦 的 方法 。 因 为 纯化 的 
样品 要 用 Asom 检测 ， 所 以 要 求 载体 两 性 电解 质 的 紫外 吸收 
尽 可 能 小 。 

3) 制备 前 样品 要 脱盐 ， 否 则 会 使 pH 梯度 成 波浪 状 ， 人 蛋白 带 弯 
H, EARR, 

4) 无 离子 友 污 剂 的 加 入 可 以 使 蛋白 增 溶 。 

$) 为 了 缩短 电泳 时 间 ， 对 特性 已 知 的 样品 可 采取 定 域 加 样 的 方 
法 。 

6) 纸 印 后 的 泪 纸 可 用 多 种 方式 染色 ， 人 要 注意 滤纸 的 正 反 利 方 
it. 

7) 切 胶 动 作 要 快 ， 以 免 重 白带 扩散 。 

8) 样品 洗 脱 后 ，Ultrodex 胶 可 以 按 Sephadex 胶 - ` 样 清洗 ， 烘 
干 ， 备 用 。 但 使 用 清洗 过 的 Ultrodex 胶 很 难 掌握 其 燕 发 量 ， 
作者 等 5141 使 用 这 个 方法 纯化 了 青霉素 G 醚 化 酶 ， 得 到 比 层 析 
方法 更 快 ， 产 率 和 活性 更 高 的 样品 。 
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12.10! 用 等 电 聚 焦 方 法 和 层 析 方法 纯化 青 委 素 (; 酸化 酶 的 比较 
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12.3.5 固 相 pH 梯度 制备 等 电 聚 焦 


正如 第 七 章 所 述 ， 固 相 pH 梯度 等 电 育 焦 具 有 上 比 载 体 两 性 电 
解 质 等 电 聚 焦 高 一 个 数量 级 的 分 辨 率 ， 并 具有 比较 大 的 加 样 能 


力 ， 所 以 是 理想 的 制备 方法 。 
使 用 水 平平 板 凝 胶 固 相 pH 梯度 等 电 聚焦 的 制备 方法 :4657 07 


由 于 试剂 HA-Ultrogel (瑞典 LKB 公司 产品 ) 的 限制 没有 得 到 广 


网 12.4 WA PH 梯度 制备 等 电 聚 焦 的 装置 结构 
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泛 的 使 用 、Righetti 等 lt 利用 两 性 离子 膜 作为 等 电 陶 阱 来 分 
离 蛋 白 。 岁 12.4L* 示 出 了 基本 结构 ， 它 是 由 一 串 (多 至 8 个 ) 
用 等 电 点 膜 分 隔 的 循环 腑 纪 成 的 ， 一 旦 欲 分 离 蛋白 的 pI 由 分 析 
IS TH pH 梯度 等 电 束 焦 测 定 后 ， 就 可 确定 分 离 腔 的 阴极 膜 与 阳极 
IRRI pH 


12.4 样品 的 均一 性 


使 用 单一 的 电 永 方法 分 离 制备 样品 邯 使 得 到 -条 带 也 不 能 证 
明 是 单 - -的 均一 成 分 。 这 是 出 于 在 常规 聚 丙 烯 酰 腕 凝 胶 电泳 中 应 
用 非 解 离 的 缓冲 条 件 的 分 离 是 很 据 分 证 的 大 小 、 形 状 和 电荷 三 个 
因素 ， 所 以 不 同 组 分 在 同 -- pH 时 或 同一 凝 胶 浓 度 时 可 能 只 出 现 
-R a SDS 电泳 的 分 离 仅仅 根据 分 的 大 小 ， 所 以 同一 带 可 能 
含有 几 种 分 子 基 相同 的 不 同 组 分 。 等 电 聚 焦 的 分 离 仅 仅 根 据 分 FP 
的 电信 ， 所 以 同一 带 可 能 含有 几 种 相近 等 电 点 的 不 同 大 小 的 分 
子 ， 为 了 证 明 均 - -性 ， 最 好 使 用 双向 电泳 ， 即 第 一 向 是 从 蛋白质 
的 电 菏 量 为 基础 的 等 电 聚 焦 ， 第 一 向 用 SDS- PAGE， 即 根据 分 
子 的 大 小 将 重 白 质 分 离 。 双 向 聚 丙烯 酰 膀 些 胶 电泳 后 呈现 一 个 丙 
点 才 是 均一 性 的 良好 指证 。 
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